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1. INTRODUCCION
21.1.-LAS MICROCINAS.
Las microcinas constituyen una familia de antibióticos peptídicos de bajo peso
molecular producidos por diversas especies de enterobacterias. Fucron descubiertas durante
los estudios encaminadosa caracterizarsustancias antibióticas producidas por microorganismos
intestinales, posiblemente implicadas en los sucesivos desplazamientos microbianos que
ocurren en la flora intestinal humana (Asensio et aL, 1976). Se definieron inicialmente como
aquellas sustancias producidas por bacterias Gram—negativas capaces de pasar a través de una
membrana de celofán e inhibir el crecimiento de una cepa indicadora de E.coli (Asensio a
aL, 1976). Se distinguen de las colicinas por su menor peso molecular (menos dc 10 kDa) y
debido a que su síntesis no es inducida por las condiciones que disparan el sistema de
reparación 5.0.5, sino que ocurre durante la entrada de las células en la fase estacionaria del
crecimiento.
Estudios bioquímicos y de inmunidad cruzada de las cepas microcinogénicas han
permitido clasificarlas en seis grupos (A, B, C, D, E y II) (Baquero y Moreno, 1984; Laviña
et aL, 1990). Los determinantes genéticos de producción e inmunidad a las microcinas se
encuentran generalmente en plásmidos (Baquero y Moreno, 1984); sólo en el caso de la
microcina H47 (grupo H) los determinantes genéticos de producción e inmunidad están en el
cromosoma (Laviña a al., 1990; Gaggero et al., 1993).
Otras sustancias con actividad antibiótica, inicialmente clasificadas como colicinas, se
pueden incluir dentro del grupo de las microcinas: así, la sustancia conocida como colicina
X es en realidad microcina B17 (San Millán et al., 1987); también estañan incluidas dentro
de este grupo la colicina V (Kolter y Moreno, 1992) y la colicina G (J. Blázquez,
3comunicación personal).
Hay quc dcstacar por último que el estudio de las microcinas, inicialmente de
naturaleza ecológica, se ha ido ampliando y diversificando, de tal manera que ha servido como
modelo de estudio de diferentes aspectos de la fisiología y genética bacteriana: ha permitido
analizar los determinantes genéticos implicados en la biosíntesis de pequeñas moleculas
antibióticas, ha servido de modelo para el análisis de la secreción, entrada y modo de acción
de moléculas peptídicas, y ha facilitado el estudio de la base genética que subyace a la
producción de las mismas en fase estacionaria del crecimiento. Este estudio, actualmente en
curso, puede aportar luz a varios sucesos que ocurren en esta fase, uno de los periodos peor
comprendidos dcl ciclo de crecimiento bacteriano.
1.2.- LA MICROCINA B17.
La microcina B17 (MccBl7), representante de las microcinas del grupo B, es un
antibiótico péptidico de 3200 Da, termoresistente, y no susceptible a pHs extremos (llenero
y Moreno, 1986).
El estudio del modo de acción de la microcina B17 se ha efectuado mediante
aislamiento y caracterización de mutantes de E.coli resistentes al antibiótico, lo que ha
permitido definir las vías de entrada y el blanco de acción del mismo.
La entrada al interior celular estada facilitada inicialmente por la porina de la
membrana externa OmpF, puesto que mutantes cromosómicos en ompE (el gen estructural)
o en ompR (gen regulador del anterior) resisten a concentraciones moderadas de microcina
B17. El producto codificado por el gen sbmA, una proteína localizada en la membrana interna,
4estaría implicado en la importación final de la microcina BU al interior celular (Mayo y
Moreno, en preparación). Mutaciones en sbmi confieren resistencia total a la microcina BU
(Laviña et aL, 1986).
Una vez dentro de las células, la microcina B17 ejerce su acción bactericida a través
de la inhibición de la síntesis del DNA. Como consecuencia de esta inhibición se induce el
sistema 8.0.8 de reparación y después ocurre la degradación masiva del DNA (Herrero y
Moreno, 1986). El blanco de la acción intracelular de la microcina BI 7 es la DNA girasa
(Vizán a al., 1991). El mecanismo de acción es similar al de otros antibióticos inhibidores
de la DNA girasa tales como las quinolonas. Este grupo de sustancias actúan sobre un
intermedio de reacción al que se denomina ‘complejo cortable” (cleavable complex). La
microcina MccBl7 es el primer antibiótico de naturaleza peptídica que muestra tales
propiedades.
1.2.1.— El sistema de producción del antibiótico: determinantes plasmídicos y
cromosómicos.
La microcina B17 está producida por cepas de E.coli que portan el plásmido
conjugativo pMccBl7 de 70 Kb, presente en una o dos copias por célula y perteneciente al
grupo de incompatibilidad IncFII (Baquero et aL, 1978). Los determinantes genéticos de
producción e inmunidad al antibiótico se agrupan en un operón constituido por siete genes
denominados mcbABCDEFG (San Millán et al., 1985a y 1985b; Genilloud et aL, 1989)
(Figura 1.1A).
5mcbA codifica cl precursor de la microcina B17, un polipéptido de 69 aminoácidos que
sufre un complicado procesamiento post—traduccional para rendir la molécula de MccBl7
madura. Tal procesamiento implica una serie de etapas secuenciales de modificación química
de naturaleza desconocida, plegamiento y escisión endoproteolítica del precursor, con la
consiguiente eliminación de los 26 residuos N—terminales (Davagnino et al., 1986; Yorgey et
al., 1993). Recientemente se ha descrito que la molécula madura, de 43 aminoácidos, de los
cuales 26 son residuos de glicina (60 %), tiene varios cromóforos unidos covalentemente
(Yorgey a al., 1993).
Los productos de los tres genes siguientes (mcbB CD) están implicados en la
producción del antibiótico, participando en el proceso secuencial de maduración (modificación
y plegamiento) del producto primario codificado por el gen mebA (Yorgey et aL, 1993). La
inactivación de cualquiera de estos genes conduce a la ausencia de actividad antibiótica (San
Millán et aL, 1985a y 1985b). Sin embargo, aún falta por asignar funciones específicas a cada
uno de sus productos. Recientemente, una alta homología de secuencia (80%) ha sido
encontrada entre McbC y TfxB, el producto del gen tfxB, el cual está implicado en la
producción del antibiótico peptídico bactericida Trifolitoxina (TFX), producido por la estime
T2Y de Rhizobium leguminosarum (Breil el aL, 1993). Esta observación sugiere que ambos
péptidos comparten una etapa similar en el proceso de maduración.
La producción del antibiótico requiere también el gen cromosómico pmbA, cuyo
producto, una proteína de 50 KDa, estaría posiblemente implicado en la maduración del
antibiótico, habiéndose sugerido que esta función podría consistir en la escisión del precursor
McbA para la eliminación de los 26 residuos N—terminales del precursor McbA (Rodríguez—
6Sáinz a al., 1990).
Los genes tncbEFG codifican las funciones de inmunidad a la microcina B17. Dos
mecanismos complementarios son responsables de la misma. El primero se debe a los
productos de los genes mcbEF. El análisis de la secuencia de aminoácidos deducida de la
secuencia nucleotídica ha indicado que MebE sería una proteína integral de la membrana ci—
toplásmica, mientras que McbF sería posiblemente una ATPasa. ata observación ha permitido
sugerir que estas dos proteínas constituirían una “bomba” situada en la membrana interna que
estada encargada dc exportar activamente la microcina a través de la misma (Garrido a al.,
1988).
El otro sistema de inmunidad estaría mediado por el producto del gen mcbG, a través
de un mecanismo aún no determinado, aunque se ha sugerido que podría consistir en una
protección más directa del blanco de la microcina B17 (Garrido a aL, 1988).
1.2.2.— Regulación de la expresión génica del operón mcb en fase estacionaria.
La producción de la microcina B17 tiene lugar en la fase estacionaria del crecimiento.
Esta producción es una consecuencia de la expresión de los genes mcb en esta fase del ciclo
de crecimiento.
La aplicación de la técnica de mapeo Sí y el estudio de la expresión de fusiones mcb—
JaeZ han permitido establecer que todos los genes mcl’ son transcritos en la misma dirección
a partir del promotor Pmcb, que está localizado unas 60 pares de bases delante del gen
estructural mcbA (Hernández—Chico et al., 1986; Connelí et al., 1987; Genilloud a al., 1989)
(Fig 1.iA).
7Un segundo promotor P2, que está localizado dentro del gen mcbC, dirige la
transcripción de mcbD y de los genes situados detrás, aunque la mayoría dc la transcripción
(80—90%) de los genes distales está dirigida a partir de Pmcb (Genilloud a al., 1989).
1.2.2.1.— Regulación del promotor Pmcb.
El promotor Pmcb es un ejemplo típico de un grupo de promotores denominados co-
lectivamente “gearbox’, cuyo nivel de expresión es inversamente proporcional al ritmo de
crecimiento (Vicente et aL, 1991). Estos promotores tienen una secuencia de DNA
característica, altamente conservada dentro del grupo, alrededor de las regiones —It) y —35 del
promotor (Vicente et al., 1990) (Fig 1.1A).
La expresión del operón mcb a partir del promotor Pmcb tiene lugar cuando los
cultivos entran en la fase estacionaria del crecimiento (Hernández—chico et aL, 1986; Connell
et al., 1987). Los productos de varios genes cromosómicos regulan positiva (OmpR, IHF) o
negativamente {MprA) esta expresión.
La expresión óptima del operón mcb en fase estacionaria, estimada a partir de la
actividad ~—galactosidasade fusiones mcb—lacZ, requiere el activador OmpR. Esta proteína
de unión al DNA pertenece a la amplia familia de proteínas que constituyen el componente
regulador en los sistemas sensor—regulador de procariotas, los cuales están implicadas en la
transmisión de señales ambientales al interior celular (Stock et aL, 1990; Parkinson S.J., 1993).
El par EnvZ—OmpR es un ejemplo típico de esta familia. EnvZ (sensor) es una proteína
histidina quinasa (HPK)/fosfatasa que se encuentra situada en la membrana interna de la
célula. Dependiendo de la osmolaridad del medio, EnvZ controla los niveles de fosforilación
8de OmpR (regulador). Según su estado de fosforilación, esta última proteína regula
diferencialmente, activando o reprimiendo, la transcripción de los genes que codifican las
pomas OmpC y OmpF (Mizuno y Mizushima, 1990).
El estudio de la expresión de una fusión mcbA —lacZ en contexto deficiente en OmpR,
así como del efecto de la deleción de los presuntos sitios de unión a OmpR en el promotor
Pmcb. (ver Figura 1 .IA), han permitido concluir que Pmcb estaría organizado en dos regiones
funcionales: una comprendida entre las posiciones +1 y —54 que sería responsable de la
inducción de Pmcb en fase estacionaria, y otra situada entre —54 y —166, requerida para que
OmpR ejerza su efecto de activación (Fig 1.1A). Este efecto de activación repercute en un
aumento de los niveles de expresión de mcb obtenidos tanto en la fase exponencial como en
la fase estacionaria (Bohannon a al., 1991).
El segundo regulador positivo de la expresión del operón mcb es el factor de
integración del huésped (IHF). Se trata de una proteína heterodimérica (al», del tipo “histone—
like”, que se une a secuencias específicas de DNA, induciendo una fuerte curvatura en las
mismas. Este modo de unión al DNA le permite participar en diversos procesos, tales como
la recombinación específica de sitio (integración del DNA del bacteriófago X en el cromosoma
bacteriano); la transposición (IS), TnlO); la regulación de la expresión génica tanto a nivel
transcripcional como postransduccional; la replicación, y otros procesos celulares (revisado en
Friedman, 1988; Freundlich et aL, 1992).
Mutaciones en los genes himA y himD, los cuales codifican respectivamente las
subunidades a y ji del IHF, provocan un fuerte descenso en los niveles de actividad de una
fusión mcbA—lacZ, anulando la inducción en fase estacionaria. Este descenso se acompaña
9además de una fuerte disminución de la producción de microcina BU. Estos resultados han
sugerido la posibilidad de que IHF controle directa o indirectamentc la expresión del operón
mcb (del Castillo, 1., Tesis Doctoral). En la figura hA se señalan los posibles sitios de unión
de IHF a Pmcb que pudieran ser utilizados en la regulación de la expresión de los genes mcl’.
Por último, un regulador negativo del operón Pmcb es el producto del gen tnprA,
situado en el minuto 57.5 del mapa genético de E. cali. Fue identificado porque en alto
número de copias reducía la producción de microcina B17. Posteriormente se comprobó que
esta reducción se correlacionaba con la represión de [a expresión en fase estacionaria de
fusiones mcb—lac tanto de operones como de proteínas (del Castilio 1. et aL, 1990). La
obtención de mutantes nulos (MprK), en los que se observa una fuerte desrepresión de dichas
fusiones a lo largo de todo el ciclo de crecimiento, indica que MprA es un regulador negativo
de la transcripción dcl operón mcb, a nivel del promotor Pmcb (del Castillo et aL, 1991).
1.3.- LA MICROCINA C7.
La microcina C7 (MccC7) es un heptapéptido que tiene modificados los extremos N
y C terminales (García—Bustos a al., 1985). La microcina C7 inhibe la síntesis de proteínas
(García—Bustos et al., 1984). Recientemente se ha determinado que el residuo de metionina
N—terminal se halla formilado, mientras que el residuo C—terminal (Asp) llevaría un
sustituyente complejo, en cuya composición se encuentra un nucleótido. (J. L. San Millán y
J. E. González—Pastor, comunicación personal).
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1.3.1.— El sistema genético de producción e inmunidad.
La microcina Q/ (MccC7) es producida por células portadoras del plásmido dc 43 Kb
pMccC7, perteneciente al grupo de incompatibilidad IncX (Novoa et al., 1986). Los
determinantes genéticos para la producción e inmunidad a la microcina están contenidos en
un segmento de 6.5 Kb del pMccC7 (J. E. Gónzalez—Pastor comunicación personal). Dentro
de este segmento se definieron originalmente por estudios de complementación cuatro
regiones, a, fi, y y b (Novoa e aL, 1986). Recientemente se ha completado la determinación
de su secuencia, lo que ha permitido establecer el esquema de organización del sistema
genético mcc representado en la figura 1.1B (González—Pastor J. E., comunicación personal).
Al examinar la secuencia de DNA inmediatamente delante de la región a, se detectó un
cuadro de lectura abierta (ORF) de 21 nucleótidos que codifica una secuencia de aminoácidos
casi idéntica a la del heptapéptido de la microcina C7 (Asn en vez de Asp en la posición 7).
Recientemente se ha podido demostrar que este ORF es en realidad el gen estructural de la
microcina C7 (González—Pastor a al., en preparación). En las regiones o. y y se encuentran
localizados los genes mccB y mccD, respectivamente, cuyos productos están implicados en la
producción del antibiótico. Por otra parte, en las regiones fi y ~ se encuentran situados los
genes mccC y mccE, respectivamente. MccC y MccE estarían implicados tanto en la
producción como en la inmunidad a la microcina C7. Por último, MccF, producto del gen
mccF, solamente conferiría inmunidad al antibiótico (Fig 1.1B).
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1.3.2.— Regulación de la expresión del operón mccABC en fase estacionaria.
Los genes mccABC constituyen un opcrón cuya expresión tiene lugar en la fase
estacionaria del crecimiento (Fig 1.18). La transcripción en esta fase está dirigida por el
promotor principal Pmcc situado al principio del operón (González—Pastor et al., manuscrito
en preparación). Pince dirige la transcripción de los genes proximales situados en las regiones
inicialmente denominadas a y ji (mccABC), aunque no se conoce si la transcripción de los
genes más distales del operón se origina también en Pince (Ng l.1B).
El promotor Pince es regulado positivamente por los productos de los genes crp y rpoS
(appR). El gen crp codifica la proteína receptora de AMPc (CRP, también conocida como
CAP). La actividad de CRP está regulada por la concentración de AMPe, la cual a su vez está
modulada por la fuente de carbono en la que las células crecen. Cuando las células son
cultivadas en fuentes de carbono pobres, sube la concentración de AMPe, que se une a CRP
produciendo un cambio conformacional en la proteína, que le permite unirse a sitios
localizados dentro o cercanos a los promotores que controla, para activar o reprimir la
transcripción (Para revisión, de Crombrugghe el aL, 1984; Botsford et al., 1992; Kolb et
aL, 1993). Una mutación de deleción del gen crp (Acrp —39) provoca que la expresión de una
fusión mccfi—lacZ sea totalmente nula en fase estacionaria (González—Pastor et al., en
preparación).
El locus appR fue identificado originalmentecomo un gen regulador cuyo producto era
necesario para activar la expresión en fase estacionaria de appA, el gen estructural de la
fosfatasa ácida (AppA) (Touati eí aL, 1986). Mutaciones en appR provocan un fuerte descenso
en los niveles de producción de la microcina C7 y en la expresión en fase estacionaria de una
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fusión mccB—lacZ (Díaz—Guerra et aL, 1989). Estos resultados sugerían que AppR era un
activador requerido para la expresión óptima de los genes mcc en fase estacionaria.
Las mutaciones en el locus appR, katF, nur, csi—2, han sido identificadas como alélicas
de un gen conocido con cl nombre de rpoS (Lange y Hengge—Aronis, 1991). La alta
homología de RpoS con los factores sigmas vegetativos de la RNA polimerasa (Mulvey y
Loewen, 1989; Lonetto et al., 1992) había permitido sugerir que RpoS sería un factor sigma
alternativo utilizado por la RNA polimerasa para la expresión de genes expresados en la fase
estacionaria del crecimiento y/o en condiciones de deprivación de nutrientes (Lange y
Hengge—Aronis, 1991). Recientemente ha sido demostrado, medianteestudios de transcripción
in vitro, que el producto del gen rpoS es realmente un factor sigma utilizado por la RNA
polimerasa, denominado indistintamente os o &~ (Tanaka a al ., 1993).
1.4.— OBJETIVOS DEL TRABAJO.
Como ya se ha comentado en los párrafos anteriores, estudios previos realizados en
nuestro laboratorio habían permitido identificar varios genes cromosómicos cuyos productos
están implicados en la regulación de la expresión del operón mcb o del operón mcc. Sin
embargo, aún no se había identificado ninguna función cromosómica cuya ausencia por
mutación afectara a la vez a la expresión de ambos sistemas. Dado que la expresión de los dos
operones se induce en la fase estacionaria del crecimiento, era razonable hipotetizar que
existieran genes que controlaran la expresión de ambos sistemas durante dicha fase. Con el
objeto de identificar esos hipotéticos genes, se procedió al aislamiento de mutantes por
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inserción del transposón TnlO que tuvieran afectadas tanto la producción de niicrocina C7
como la expresión de la fusión mcbA—lacZ. Los resultados obtenidos se presentan en los
apartados 4.1—4.6.
Por otra parte, consideramos interesante buscar presuntos reguladores negativos de la
expresión del operón mcc. Con este objetivo, se procedió a donar fragmentos del cromosoma
deE.coli en un vector multicopia. La idea subyacente era buscar genes, en principio silvestres,
que en alto número de copias regulasen negativamente la expresión de una fusión mccB—lacZ.
Esta estrategia ha sido utilizada previamente en nuestro laboratorio para buscar reguladores
negativos del operón mcb, y ha permitido identificar el gen mprA (del Castillo et al., 1990)
(ver apartado 1.2.2.1). Los resultados de este trabajo se presentan en el apartado 4.7.
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Fig 1.1.— A) Esquema de la organización de los genes mcl’ (microcina B17>. Se representa
la secuencia de DNA del promotor Pmcb y zonas adyacentes. Se han subrayado las regiones
—10 y —35, los posibles sitios de unión de las proteínas activadoras OmpR (Genilloud a aL,
1989; Bohannon eral., 1991) y IHE (del Castillo 1., Tesis doctoral), así como la secuencia de
tipo “gearbox” (Vicente et aL, 1990). B) Esquema de la organización de los genes mcc
(microcina C7). El promotor Pmcc dirige la transcripción de los genes mccABC.
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2. MATERIALES
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2.1.— Estirpes bacterianas, plásmidos y bacteriófagos.
Las estirpes bacterianas, plásmidos y bacteriófagos utilizados en este trabajo se describen
en la Tabla 2.1.
2.2.— Medios de cultivo.
El medio rico LB (Luria—Bertani) y el medio mínimo M63, tanto sólidos (placas) como
líquidos, fueron preparados como se describe en Miller (1972). El medio mínimo líquido (por
litro) fue suplementado con 10 ml de glucosa 20%, 1 ml de vitamina Bí tmgIml, y 1 ml de
MgSO4 1M. El medio LBON fue preparado omitiendo el NaCí de la composición descrita para
el LB. Los medios Pl y P75, utilizados para la preparación de los Usados de Plvir y >370
respectivamente, así como el medio rico 2XTY, utilizado para cultivar la estirpe 71—18, fueron
preparados según Miller (1972).
2.3.— Antibióticos e indicadores.
Los antibióticos fueron utilizados a las siguientes concentraciones finales (~tg/ml):
ampicilina (Ap), 40; kanamicina (Km), 30; cloranfenicol (Cm), 30; tetraciclina (Tc), 20
(generalmente) o 4 (para el donado del Tn1O con mini—Mud114042 (ver sección 3.3);
bleomicina (ble), 15; estreptomicina (Sm), 20. El indicador S—bromo—4—cloro—3—indolil—fl—D—
galactósido (X—gal) fue añadido a las placas a una concentración final de 50 ~gIml.
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Lista de estirpes de E.coJi K12, plásmidos y bacteriófagos utilizados en este
trabajo.
Estirpes Genotipo/Fenotipo Fuente y /o Referencia
BM21
iMG89
JMG9()
JMG92
JMG93
JMG94
JMG96
JMG100
JMG1O2
JMGlO3
JMG1O4
JMG200
JMG300
JC7623
KL14
KL16
MC4100
pop3000
popl300l.6
RYC1000
RYC22
RYC1SO
SBS688
W3110
ZK126
W gyrA (>6)
RYC15O hns—90::TnlO(pMMS5O)
RYC15O hns—90::TnlO
pop3000 hns —90: :TnlO
KL16 hns—90::TnlO
KL14 hns—90::TnlO
po300l.6 hns—90::TnlO
MC4IOO hns—90::TnlO
MC4100 rpoSzKan
JMG1O2 hns—90::TnlO
8BS688 hns—90::TnlO
MC4100 hnr—J::Kan
JMG200 hns—90::TnlO
F~ thr leu proA2 lacYl gal]? his
argE rpsL supE intí syl recB2l
recC22 sbcBl5 piV
Hfr thil reí]
Hfr thil reí]
F A(argF—lac)U169 araDl39 flbBS3Ol
fruA2S reJAl rpsLlSO rbsR
HfrH
MC4100 malT::Mu cts
MC4lOO Arbs7 recA56 gyrA
F thr leu proA his4 argE thiA
gal xyl lacY rpsL gyrA
MC4100 >M,ct~t «mcbA—lacZ)37
MC4100 Acrp—39
P IiN(rrnD—rrnE)1
W3110 /4argF—lac)U169 tna—2
Colección del
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
ate trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Winans et al.
Colección del
Colección del
Laboratorio
(1985)
Laboratorio
Laboratorio
Colección del Laboratorio
Colección del Laboratorio
Colección del Laboratorio
Colección del Laboratorio
Colección del laboratorio
Colección del laboratorio
Colección del Laboratorio
P. L. Boquet
Colección del Laboratorio
Bohannon er al. (1991)
Tabla 2.1.
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ZK126 rpoS::Kan
A(pro—lac) dii supE (F’
proAB ~ IacZAM1S)
Bohannon a al. (1991)
Messing 1983
Bacteriófagos Genotipo/Fenotipo Fuente y/o Referencia
Plvir
Tula
Kvír
480vir
>370
Ml3tgl3l
Plásmidos
pEG1O9
pDG25O
pMM5O1
pMMS5O
pMM833
pBR322
pACYC1S4
pUCiS
pUC4K
pKT254Q—Ap
b221 c1857 c1178::TnlO 0U0A261
lacZQ
Mud114042::phoA—proC
fusión génica mccB—lacZ;
replicón pMccBl7
pMccC7nTnS Mccct ImmB17~
pBR322 portando los genes mccABCDE
pMccBl7::Tn5 MccB17~ ImmB17~
replicón pMB1 Ap~ Ter
replicón piSA Cmr Tc’
Apr lacZ
0 replicón colEl
Ap
t plásmido portador de un cassette
de resistencia a kanamicina (Kan)
plásmido portador de un cassette de
resistencia a ampicilina (Ap’)
Colección
Colección
Colección
Colección
Colección
Colección
del Laboratorio
del Laboratorio
del Laboratorio
del Laboratorio
del Laboratorio
del Laboratorio
Groisman et al. (1984)
Díaz—Guerra
Novoa a aL
Novoa a aJ.
Colección del
Colección del
Colección del
Colección del
et aL (1989)
(1986)
(1986)
Laboratorio
Laboratorio
Laboratorio
Laboratorio
Pharm acia
Fellay er al. (1987)
Notas a la Tabla 2.1.
1. La mutación rpoS::Kan se transfirió mediante transduceión Plvir desde la estirpe
ZK1000 a la estirpe MC41O{) para dar origen a la estirpe JMG1O2. La estirpe JMG1O2
mostraba dos fenotipos característicos conferidos por mutaciones en el gen rpoS.
a) Deficiencia en la catalasa HPII (codificada por el gen katE), la cual se manifiesta en
una ausencia de burbujeo (con respecto al control silvestre (MC4100) después de depositar una
ZK1000
71—18
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gota de I~l2O2 al 30 % sobre una estría crecida toda la noche en placas de LB (Bohannon a
aL, 1991; Lange y Henge—Aronis 1991).
b) Disminución en la actividad fosfatasa alcalina (AppA) comparada con la estirpe
MC4100 (Touati a aL, 1986; Lange y Henge—Aronis 1991; Bohannon er al., 1991).
2. La transferencia de la mutación hns—90::TnlO a los distintos contextos (JMG1O2,
JMG1O4) fue realizada mediante transducción Plvir, seleccionándose los transductantes como
clones Tct.
3. El plásmido monocopia pDG25O portador de la fusión mccB—JaeZ fue introducido en
las estirpes JMGlO2, JMG1O3, JMG200 y JMG300 seleccionando los transformantes como
clones resistentes al antibiótico bleomicina (a una concentración final en placa de 15 gg/ml).
3. METODOS
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3.1.— Condiciones de cultivo.
La incubación de los cultivos en medio líquido se llevó a cabo en baños termostatizados
con agitación. El crecimiento de estos cultivos se siguió mediante medidas de turbidez
(absorbancia a óOOnm).
Para los cultivos en medio sólido se utilizaron placas de petri, que se incubaron de 12 a
48 horas en estufas termostatizadas.
La temperatura de incubación fue para la mayor parte de las estirpes utilizadas de 37 “C.
Ocasionalmente se emplearon las temperaturas de 30 0C y 42 0C en la manipulación de las
bacterias termosensibles.
3.2.— Técnicas Genéticas Generales.
3.2.1.— Obtención de lisados de fagos y transducción con el bacteriófago Plvir.
Para la preparación de lisados, así como para la transducción con Plvir procedimos según
los protocolos standard descritos por Miller (1972). Para la obtención de lisados de los fagos
Tula y F8Ovir se procedió del mismo modo que con el Plvir. Para la preparación de lisados
de Kvir se utilizó como medio de propagación P75 (Miller 1972) al que se le añadieron
SO
4Mg2 (2OmM) y maltosa (0.4%).
3.2.2.— Mutagénesis con el transposón TnlO.
En primer lugar preparamos un banco de inserciones TnlO sobre la estirpe silvestre
MC4100, mediante infección con el fago >370 (b221 c1857 c1178::TnlO 0uoA26i)
seleccionando las inserciones como clones Ter resistentes. Sobre este pooí de inserciones se
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preparó un lisado de Pivir con el que se infectó la cepa RYC1SO(pMM55O) obteniéndose de
este modo aproximadamente unos 3000 transductantes (APE Tcr ) a 30 0C en placas de LB
suplementadas con el indicador X—gal.
3.2.3.— Conjugación.
Se mezclaron un cultivo de la estirpe donadora (Hfrs o células portadoras de plásmidos
conjugativos) con uno de la estirpe receptora (bacterias F9 en la proporción 1:10
(célula/célula). La incubación se efectuó sin agitación durante un tiempo variable,
normalmente 60 minutos para la conjugación con plásmidos (pMM833 y pMMSO1). La
interrupción de las conjugaciones JMG92 x BM21 y JMG93 x BM2I (Fig 4.2) fue llevada a
cabo mediante fuerte agitación con vortex.
3.2.4.— Técnica de sustitución alélica (Winans et aL., 1985).
Esta técnica de sustitución alélica se basa en el empleo de la estirpe JC7623, portadora
de las mutaciones redB2l recC22 sbcCBl5 (Tabla 2.1). La sustitución del alelo silvestre
cromosómico por el alelo mutante (normalmente portador de una inserción que confiere
resistencia a un antibiótico) tiene lugar mediante recombinación homóloga. El alelo mutante
es suministrado en un plásmido que se ha linealizado previamente. Con este DNA en forma
lineal se transforma la estirpe JC7623, seleccionándose los transformantes como clones
resistentes al antibiótico adecuado.
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3.3.— Clonado con cl elemento miniMudII4O42 (Groisman a al., 1984).
3.3.1— Clonado del alelo hns—90::Tn¡O.
Se procedió según el método de donado ‘fin vivo” descrito por Groisman et aJ ., (1984).
El alelo hns—90::TnlO fue transferido mediante transducción Ptvir desde la estirpe JMG100
a la cepa pop300l.6 (pEGIO9). El plásmido pEG1O9 porta un elemento mini—Mud114042 que
lleva el replicón piSA y el gen cat (Cm’) procedentes del pACYCi84. Sc obtuvo un lisado
de Mu mediante termoinducción a partir de un transductante Te1, Cm1 (JMG96). Con este
lisado se infectó la estirpe pop300l.6. Varios clones Cm’ Tc’ (a una concentración final de Te
en placa de 4~xg/ml) fueron obtenidos de la muducción. El DNA plasmídico de uno de ellos
(pGG300) fue purificado para posterior análisis.
3.3.2.— Aislamiento del plásmido pGGSOO.
Con un lisado de Mu obtenido mediante termoinducción a partir de la estirpe
pop300l.6(pEGI09) se infectó la estirpe receptora pop300l.6(pDG25O). Los muductantes
fueron selecionados como clones Cm1 Kmr en placas de LB suplementadas con el indicador
X—gal a 37 0C.
3.4.— Pruebas de producción de microcina C7 y B17.
La producción de las microcinas ff17 y C7 se evaluó mediante detección de los halos de
antibiosis producidos sobre un césped de una estirpe sensible (RYC1000). Se preparó un
césped bacteriano sembrando sobre medio mínimo M63, 0.1 ml de una suspensión de células
RYC1000. La adición de 3 ml de agar blando mínimo contribuyó a la distribución uniforme
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de la suspensión celular. A continuación se inocularon por picada los clones cuya producción
se deseaba probar. Tras incubación de 12 horas, los clones productores del antibiótico
formaron halos claros de antibiosis debidos a la inhibición del crecimiento de la estirpe
sensible causada por el antibiótico difundido a través del agar. El diámetro de los ba]os reflejó
cl grado de producción.
3.5.— Pruebas de resistencia y/o inmunidad a fagos.
Para determinar la sensibilidad de las distintas estirpes bacterianas a un fago se utilizó el
método del “cross—streaking”. En el borde de placas de LB se depositaron gotas (100 vI) de
la suspensión fágica (lOs u.f.p/ml), que se extendieron hasta el extremo opuesto, colocando
la placa en posición vertical. Las colonias a probar se estriaban perpendicularmente cruzando
la zona impregnada con la suspensión fágica. Las placas se incubaron durante toda la noche
a 37 0C. En las placas así preparadas, las estrías sensibles crecen solamente hasta la zona con
fago, las resistentes o inmunes mantienen un crecimiento homogéneo a lo largo de toda la
estría.
3.6.— Ensayos enz¡mñticos.
Los ensayos cuantitativos de f3—galactosidasa fueron realizados utilizando orto—nitrofenil—
ji—D—galactósido (ONPG) como sustrato según el procedimiento descrito por Miller (1972).
La actividad fosfatasa alcalina fue cuantificada según el procedimiento descrito por Michaelis
et aL, (1983).
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3.7.— Técnicas de manipulación de DNA.
Todas las manipulaciones estándartales comopreparación de DNA plasmídico, digestiones
con enzimas de restricción, transformación, electroforesis en geles de agarosa y poliacrilamida
fueron hechas como se describe en Sambrook et aL, (1989).
Para la secuenciación de la mutación hns—90::TnlO se procedió según la siguiente
estrategia: un fragmento de 4,1 Kb BglII (constituido por aproximadamente 2,2 Kb de la
región adyacente al punto de inserción y por 1.9 Kb conteniendo ¡a ISJOR del transposón, fue
purificado a partir del plásmido pGG300, y digerido con Sp/tI y PstI para obtener un
fragmento de 1,6 Kb, que fue donado en el vector Ml3tgl3l (según el protocolo descrito por
Messing el al., 1983) dando origen al fago recombinante pGG95O.
Las formas SS ( DNA de hebra sencilla) del pGG95O fueron utilizadas como molde en
la reacción de secuencia y como cebador se usó el oligonucleótido
5TCGCGAACCArVFGATCATAT Y, complementario a la ISiOR del transposón TnlO. La
secuencia del DNA fue determinada por el método de los didesoxinucleótidos (Sanger el al.,
1982) mediante el uso de la enzima Sequenase (según el protocolo de los fabricantes).
La extracción del DNA genómico de la estirpe W3110 se realizó según el protocolo
descrito por Sambrook el al., 1989. Para la extracción del DNA genómico de las estirpes
MC4100 y JMG200 se procedió según el protocolo descrito por Alonso el al., 1993. El
marcaje de las sondas se realizó por el método de “cebado al azar con hexanucleótidos”
(Feinberg y Vogelstein, 1983), o bien por la técnica de “nick transíation” (Sambrook el al.,
1989). Los Southern blots se realizaron según los protocolos descritos por Sambrook el aL,
1989.
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3.8.— Mapeo con nucieasa SI.
El oligonucícótido 5’ CCAACAATCCACCGCFCCC 3’ complementario a la posición
(+120) situada detrás del inicio de la transcripción del promotor Pmcc (Gónzalez—Pastor el aL,
en preparación) fue marcado en cl extremo Y con (y 32P)ATP utilizando la polinucicótido
quinasa del T4, según el protocolo descrito por Sambrook el aL, 1989. Este oligo fue
hibridado a DNA de hebra sencilla obtenido a partir del plásmido pMM11l (Fig 3.1)
(González—Pastor., J.E. en preparación) y elongado con el fragmento Klenow de la DNA
polimerasa 1. Después de digerir con PsrI el producto de elongación, la hebra de DNA
sintetizada y marcada en 5’ fue extraída de los geles de acrilamida al 7% en condiciones
desnaturalizantes, e hibridada a 50 jxg de RNA total extraído de cultivos de LB en fase
exponencial o estacionaria de las estirpes que se indican en la Fig 4.6. Los productos de
hibridación fueron tratados con nucleasa Si y los heterodúplex de RNA—DNA resistentes a
la degradación fueron separados en geles de poliacrilaniida al 7% (Fig 4.6). Las condiciones
de hibridación y tratamiento con nucleasa Si fueron descritas por Ausubel ci’ al., 1987.
Aproximadamente 20 vg de RNA tratado fueron cargados en cada pocillo.
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Fig 3.1.— Estructura del plásmido pMM111. El plásmido pMM5SO es un derivado del
pBR322, que lleva de los genes mccABCDE (Tabla 2.1). El plásmido pMMSSO::TnS(4.9) es
un derivado del pMMSSO con una inserción del transposón ms localizada fuera de la región
donde se encuentran los genes mcc. El plásmido pMM111 se construyó mediante el donado
de un fragmento PsrI de 1,2 Kb procedente del plásmido pMM55O::Tn5(4.9) en el único sitio
PstI del vector Ml3tgl3l.
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4. RESULTADOS
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4.1.— Mutagénesis de la estirpe RYC15O(pMMSSO) con el transposón TnlO.
La cepa RYC1SO contiene un profago lambda lisógeno que porta una fusión (de
proteínas) entre el primer gen del operón mcb y el gen de la ji—galactosidasa (mcbA—lacZ).
El plásmido pMM5SO es un derivado de pBR322 que porta los genes de producción de la
microcina C7 (genes meeABCDE—Novoa a al., 1986; González—Pastor., comunicación
personal). Este plásmido fue introducido en RYC15O mediante transformación, y la estirpe
resultante, RYC1SO(pMMS5O), fue mutagenizada con el transposón TnlO como se describe
en Métodos (ver sección 3.2.2.). Nuestra intención era seleccionar aquellos mutantes
cromosómicos por inserción del transposón TnlO que tuvieran afectadas tanto la regulación
de la expresión de la fusión tnebA—lacZ como la producción de microcina 07.
4.1.1.— Aislamiento del mutante JMGS9.
Las colonias Ter, Ap’ obtenidas en el experimento de mutagénesis se clasificaron en
los siguientes grupos, atendiendo a su coloración en medio LB suplementado con el indicador
X—gal:
a) Clones de color azul claro, semejantes al control RYC15O(pMMSO), en los que la
inserción del transposón TnlO no había afectado a la expresión de la fusión mcbA—lacZ.
b) Clones totalmente blancos; todos ellos eran CmS, lo que indicaba que habían perdido
el profago lambda portador del gen cta (el producto del cual confiere resistencia al
cloranfenicol) y de la fusión mebA—laeZ, explicando dicha ausencia la falta decoloren X—gal.
c) Un clon de pequeño tamaño que mostraba un color azul intenso, lo que indicaba que
en el mismo la expresión de la fusión mebA —jaeZ se encontraba fuertemente aumentada.
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Dicho mutante recibió el nombre de JMGS9. Cuando ensayamos la producción de microcina
C7 en medio LB, se observó que el halo de antibiosis producido por la estirpe JMG89 era
ligeramente mayor que el originado por la estirpe isogénica silvestre RYC15O(pMM55O), lo
que sugería que la producción de mierocina 07 estaba incrementada en el mutante.
4.1.2.— Caracterización fenotípica del niutante JMG89.
Para verificar que la mutación era únicamente debida a una inserción del TnlO en el
cromosoma, se preparó un lisado del bacteriófago Plvir sobre la cepa JMG89. Con este lisado
se transdujo de nuevo la estirpe parental RYC1SO(pMM5SO), y se seleccionaron los
transductantes resistentes a tetraciclina. En todos ellos observamos que tanto el incremento en
la actividad fl—galactosidasa de la fusión mebA —laeZ, como el aumento de la producción dc
microcina C7 se reproducían, indicando que una única inserción del transposón TnlO era
responsable de la mutación en la estirpe JMG89.
A continuación pasamos a caracterizar en detalle el efecto que la inserción TnlO
aislada en la estirpe JMG89 tenía sobre la producción de las microcinas C7 y B17. Por una
parte, dado que la inserción TnlO provocaba un incremento en la expresión de la fusión
mebA—laeZ, queríamos verificar si este efecto tenía alguna repercusión en la producción de
microcina B17. Por otra parte, queríamos verificar que el incremento de producción de
microcina C7 observado con el plásmido multicopia pMMS5O se observaba también con
plásmidos productores monocopia. Para este propósito, la mutación TnlO fue transferida
mediante transducción Plvir desde el mutante JMG89 a la estirpe MC4100 para dar origen
a la estirpe mutante JMG100. Los plásmidos pMM5O1 y pMM833 son derivados de inserción
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TnS de los plásmidos monocopia productores de microcina C7(pMccC7) o de microcina
B17(pMccBl7) respectivamente, los cuales portan los genes que codifican las funciones de
producción e inmunidad a los antibióticos (mccABCDEF y mcbABCDEFG, respectivamente)
(ver Tabla2.1). Los plásmidos pMM5O1 y pMM833 fueron introducidos independientemente
por conjugación en las estirpes MC4100 y JMG100, dando origen a las estirpes
microcinogénicas silvestres MC4IOO(pMMSO1) y MC4100(pMM833), y a las mutantes
JMG100(pMM5O1) y JMGIOO(pMM833).
La capacidad de producción de microcina B17 de las cepas silvestre y mutante fue
ensayada en medio mínimo M63. Se observó un significativo incremento del tamaño de los
halos de antibiosis producidos por la estirpe JMG100(pMM833) al compararlos con los de su
isogénica silvestre MC4lOO(pMM833), indicando por tanto que el incremento de la expresión
de la fusión mebA—laeZ observada en el mutante JMG89 se correlacionaba con un incremento
en la producción de mierocina B17.
La capacidad de producción de microcina C7 de las estirpes MC4100(pMM5O1) y
JMG100(pMM5O1) fue ensayada en medio LB. Este ensayo se realizó en medio completo
debido a que la mutación TnlO que estamos estudiando provoca deficiencia de crecimiento
en medio mínimo (ver más adelante). Observaciones no publicadas de nuestro laboratorio
indican que, en ausencia de crecimiento de las cepas microcinogénicas, la producción de
microcina C7 no se lleva cabo. En contraste, la producción de la microcina B17 puede reali—
zarse en ausencia de crecimiento de las cepas productoras. Cuando la producción de microcina
C7 fue ensayada en medio completo LB, se observó un significativo incremento del tamaño
de los halos de antibiosis originados por la estirpe mutante JMG100(pMM5O1) con respecto
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a los halos producidos por la estirpe silvestre MC4100(pMMSOI). Este resultado era
consistente con los resultados obtenidos con el plásmido multicopia pMM5SO en la estirpe
original JMG89.
En el curso del estudio del mutante JMG89 se observaron varios fenotipos en principio
no relacionados con la producción de las microcinas C7 y B17:
a) Tanto la estirpe JMG89 como la estirpe JMG100 producían colonias altamente
mucoides en placas de medio LB y crecían deficientemente en placas de M63, con respecto
a sus controles silvestres RYC15O(pMM5SO) y MC4lOO.
b) Las estirpes mutantes mostraban también resistencias a fagos: eran totalmente
resistentes a Xvir y Tula y parcialmente resistentes a ‘b80vir, según el método del “cross—
streaking” (ver Métodos).
Esta diversidad de fenotipos conferidos por la mutación TnlO en contexto genético
MC4100, indicaba que ésta afectaba a un locus que además de regular negativamente la
producción de microcina 07 y B17, regulaba la expresión de otros genes bacterianos.
4.2.— Identificación del gen inactivado por la inserción TnlO en el nrntante 3MG89.
4.2.1.— Localización del TnlO.
Para localizar en el mapa genético el Tu/O responsable de la mutación presente en la
estirpe JMGB9, utilizamos la técnica del mapeo por conjugación.
En primer lugar, procedimos a transferir el TnlO(Tc’) mediante transducción vía Pívir
al cromosoma de varias estirpes Hfr (pop3000, KL16 y KL14), cuyos orígenes de transferencia
se muestran en la Fig 4.1. Cada una de las cepas resultantes, a las que denominamos JMG92,
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JMG93 y JMG94, se conjugó con la estirpe RYC22. El análisis de los recombinantes Thr~
Leut Sm’, Pro~ Sm’ e Hist Sm’ y Tc’ Sm’ para la presencia o ausencia de los marcadores no
seleccionados sugirió que el TnlO estaba insertado entre los marcadores proAB (mm. 6) e his
(mm. 44) del mapa de E. eoli (Fig. 4.1).
Para situar con más precisión el TnlO, realizamos experimentos de conjugación
interrumpida, utilizando JMG92 y JMG93 como estirpes donadoras, y BM21 como estirpe
receptora (ver Métodos). En la figura 4.2 se muestra el número de transconjugantes Te’ Nx’
en función de la duración del tiempo de la conjugación. El cálculo del tiempo de entrada del
marcador (en nuestro caso, el determinante de resistencia a tetraciclina del TnlO) permite
posicionarlo sobre el mapa de ligamiento, cuyas unidades básicas, los minutos, fueron
definidas originalmente en experimentos de conjugación interrumpida. El tiempo de entrada
del marcador se calcula a partir del tiempo en que aparecen los primeros transeonjugantes,
descontando un periodo de cinco minutos (tiempo transcurrido desde que las bacterias
donadora y receptora sc ponen en contacto hasta que empieza la transferencia del DNA).
Como se puede observar, en la conjugación JMG92 X BM21, los primeros
transconjugantes Tc’ Nx’ aparecen a los 35 minutos de comenzar la conjugación. El tiempo
de entrada del TnlO es, por tanto, 30 minutos. Puesto que el origen de transferencia del Hfr
JMG92 está en el minuto 98 (Fig 4.1) y su sentido de transferencia es el horario, el TnlO debe
estar situado cercano al minuto 28 del mapa genético.
Por otra parte, los primeros transeonjugantes Te’ Nx’ aparecen a los 38 minutos del
inicio de la conjugación JMG93 X BM21. Por tanto, el tiempo de entrada del TnlO es de 33
minutos. Puesto que el origen de transferencia del Hfr JMG93 está en el minuto 61 (Fig 4.1)
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Fig—4.1.— Origen y sentido de transferencia de los Hfrs KL14, KL16 y pop3000. Se indica
la localización de algunos de los marcadores utilizados en nuestros experimentos de
conjugación.
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y su sentido de transferencia es antihorario, este resultado situaría también el TnlO alrededor
del minuto 28 del mapa genético de E. cali.
4.2.2.— donado del TnJO y regiones croniosómicas adyacentes: localización física dentro
del gen Ints.
Simultáneamente al mapeo del TriZO mediante experimentos de conjugación y como
aproximación complementaria del mismo, procedimos a donar la región cromosómica que
contenía la inserción TnlO, mediante el método de donado iii vivo descrito por Groisman a
al. (1984), que requiere el empleo del elemento mini—Mudl14042 (ver Métodos). En este
experimento, se obtuvieron doce muductantes Cmr Tc’. El DNA plasmídico de uno de ellos
(pGG300) fue purificado y digerido con varias enzimas de restricción: BamHI, BglII, EcoRI,
HindIlI y PstI (digestiones simples y dobles). El mapa físico del segmento cromosómico
donado en el pGG300 SC muestra en la Fig 4.3. Para situar el TnlO dentro del fragmento
donado nos servimos del mapa físico del transposón publicado por Way et aL, 1984.
Dado que sabíamos por los experimentos de conjugación interrumpida que el TnlO se
localizaba alrededor del minuto 28 del mapa genético de E.coli, comparamos visualmente el
mapa físico del segmento cromosómico que contenía el TnlO (Fig 4.3) con el mapa de res-
tricción para las enzimas BamHl, EcoRl, HindIII y PstI de la región comprendida entre los
minutos 25—30 de Kohara et al., 1987. Una perfecta similitud fue encontrada entre nuestro
mapa físico y la región cromosómica comprendida entre las coordenadas 1301—1311 Kb del
mapa físico de Kohara a aL, que se corresponde con los minutos 27.1—27.4 del mapa
genético. Entre los genes situados en dicha zona se encuentra el gen hns, el cual codifica la
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Fig. 4.3.— Estructura física del fragmento cromosómico donado en el plásmido pGG300, con
la localización de la inserción TulO. La línea superior muestra las coordenadas en Kb del
¡napa físico del cromosoma de E.coli (Kohara et al., 1987). La localización de la inserción
TnZO se muestra mediante una flecha. La inserción interrumpe el codón que codifica la
arginina—90 de la proteína ‘histone—like’ H—NS. La secuencia nucleotídica del gen hns y la
de aminoácidos de H—NS, corresponden a las publicadas por Pon et al., 1988; Góransson et
al., 1990. Símbolos: B, BamHI; BI, BglI; Bg, BglII; E, EcoRí; EV
1 EcoRV; H, HindIII; K,
¡QrnI; P, PsrI; Pv, PvuII.
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proteína H—NS, una de las proteínas bacterianas similares a histonas (hisrone—Jike) (Góransson
eát al., 1990; Hulton a’ al., 1990; May et al., 1990). Mutaciones en hns son altamente
píciotrópicas (vease Híggins et aL, 1990, para revisión, y sección 5.1.1).
La localización física del TnlO dentro de la región cromosómica (ver Fig 4.3) y la
píciotropía asociada a su inserción, sugerían que probablemente afectaba al gen hns. La
secuenciación del punto de inserción (ver Métodos) demostró que el TnlO está efectivamente
insertado en el gen hns. La inserción interrumpe el codón que codifica para la arginina—90 de
la proteína “histone—like” H—NS (Fig 4.3). La mutación recibió el nombre de hns—90::TnlO.
4.3.— Efecto de la mutación hns—90::TnlO sobre la expresión de una fusión mcbA—IacZ.
La inserción hns—90::TnlO fue aislada por su capacidad de provocar un incremento en
en la intensidad del color azul de las colonias de la estirpe JMG89, con respecto a las de la
estirpe silvestre, en placas de LB—Xgal.
Con el objeto de cuantificar este efecto a lo largo del ciclo de crecimiento, transferimos
la mutación mediante transducción Pivir a la estirpe RYC1SO, para dar origen a la estirpe
JMG9O.
La actividad ~—galactosidasade la fusión mcbA —lacZ en las estirpes RYC15O y
JMG9O fue medida a distintos tiempos a lo largo del ciclo de crecimiento (Fig 4.4).
Como se puede apreciar, en la estirpe control (RYC15O) se observa la característica
inducción de la fusión en la fase estacionaria del crecimiento. En contraste, la estirpe mutante
(JMG9O) muestra un desplazamiento del inicio de la inducción de la fusión mcbA—lacZ hacia
densidades ópticas (D.O.600nm) más bajas, cuando el cultivo aún está creciendo en fase
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Fig 4.4.— Efecto de la mutación hns—90::TnZO en la expresión de la fusión mebA —JaeZ. Las
estirpes RYC15O y JMG9O fueron cultivadas en medio LB a 30 “C para evitar la inducción
del profago lambda portador de la fusión. La actividad ~—galactosidasa se determiné a
distintos tiempos del ciclo de crecimiento. Símbolos: (O) RYC1SO, (O) JMG9O. Símbolos
abiertos, D.O. 600nrn; cenados: actividad ~3—galactosidasa.
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exponencial.
Este resultado indica, por lo tanto, que el producto del gen hns, la proteína ‘ histona—
like’ U—NS, regula negativamente, directa o indirectamente, la expresión del operón mcb,
durante la fase exponencial del crecimiento.
4.4.— Efecto de las mutaciones hns—90::TnlO y rpoS::Kan sobre la expresión de la fusión
niccB—IacZ.
La mutación hns—90::TnlO aislada en este estudio provoca un incremento en la
producción de microcina C7 (ver sección 4.1.2). Para comprobar si este incremento en la
producción se debía a un aumento en la expresión de los genes mcc, la estirpe JMG100
(MC4100 hns—90::TnlO) fue transformada con el plásmido monocopia pDG25O, portador de
la fusión mccB —laeZ (Díaz—Guerra et al., 1989; Gónzalez—Pastor et al., manuscrito en
preparación).
El aumento en la intensidad del color azul de las colonias de JMG100(pDG250) con
respecto a las de MC4100(pDG2SO) en placas de LB—Xgal, sugería que la mutación hns—
90::TnlOprovoca un incremento de la actividad ~—galactosidasade la fusión mccB—lacZ. Este
efecto fue cuantificado en medio líquido (Fig 4.5). En contexto silvestre, la expresión de la
fusión mccB—lacZ sufre una fuerte inducción al alcanzar los cultivos la fase estacionaria. La
mutación hns—90::TnlO provoca un incremento de la actividad ~—galactosidasade la fusión
mccB—lacZ a lo largo de todo el ciclo de crecimiento, desplazando la inducción dependiente
de fase hacia densidades ópticas más bajas (fase exponencial).
Como se mencioné en la Introducción, el producto del gen rpoS es requerido para la
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óptima inducción del operón ntecABC en fase estacionaria. Dado que la mutación luis—
90::TnlO provocaba la desrepresión de la fusión mccB—Jaez, nos planteamos la posibilidad
de que en este contexto deficiente en H—NS, la necesidad de RpoS para la expresión de
mceABC en fase estacionaria fuera suprimida. Para verificar esta hipótesis se construyó el
doble mutante (rpoS ¡¿nr) (véase Tabla 2.1).
La actividad t~—galactosidasa de la fusión mceB—lacZ en los diferentes contextos fue
medida en LB a distintos tiempos del ciclo de crecimiento (Fig 4.5).
La introducción de la mutación rpoS::Kan reduce a la décima parte el nivel de
inducción silvestre de la fusión mccB—lacZ, aunque aún se mantiene la inducción dependiente
de fase de crecimiento. La introducción de la mutación hns—90::TnlO en contexto deficiente
en RpoS restaura los niveles silvestres de expresión de la fusión mecB—JaeZ en fase
estacionaria. Este resultado indica que en un contexto deficiente en H—NS no se requiere el
producto del gen rpoS para la expresión de los genes mccABC en esta fase del ciclo celular.
Estos resultados tomados en conjunto sugieren que la proteína histona—like’ II—NS
se comporta como un regulador negativo de la expresión del operón mceABC a lo largo de
todo el ciclo de crecimiento. Por su parte, RpoS(crS) liberada directa o indirectamente esta
represión en fase estacionaria, siendo sólo necesario para alcanzar la máxima inducción en esta
fase.
4.5.— Estudio del sitio de iniciación de la transcripción en el promotor Pmcc en ausencia
de H—NS y/o RpoS.
El producto del gen rpoS es un factor sigma alternativo de la RNA polimerasa (
0S),
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Fig 4.5.— Efecto de las mutaciones hns—90::TnlO y rpoS::Knn en la expresión de la fusión
mccB—lacZ. Las estirpes MC4100 (rpoS~ hns~), JMG100 (rpoS~ hns—90::TnlO), JMG1O2
{rpoS::Kan hns~) y JMG1O3 (rpoS::Kan hns—90::TnlO) portando el plásmido pDG25O con la
fusión mccB—lacZ fueron cultivadas a 37 0C, y la actividad ~—galactosidasafue determinada
a distintos tiempos. Símbolos: MC4IOO (O), JMGIOO (O), JMGIO2 (A) y JMG1O3 (y).
Símbolos abiertos, D.O. bOOmn; cerrados: actividad ~3—galactosidasa.
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utilizado para la expresión de genes en la fase estacionaria del crecimiento (Hengge—Aronis
a’ al., 1991; Tanaka a aL, 1993). Para explicar la supresión del requerimiento de RpoS(as)
para la expresión de la fusión mccB—lacZ en fase estacionaria, en bacterias deficientes en
H—NS, formulamos las siguientes hipótesis:
1. La existencia de un promotor alternativo utilizado en contexto rpoS ¡¿nf, distinto
al empleado para transcribir el operón mcc (Pmcc) en contexto silvestre.
2. La existencia de un único promotor Pmcc responsable de la transcripción del operón
mcc en todos los contextos.
Para decidir entre ambas posibilidades, determinamos el sitio de iniciación de los
transcritos del operón mcc en los diferentes contextos, mediante la técnica de mapeo con la
nucleasa SI (ver Métodos). Además, esta metodología debía permitimos determinar si el
efecto sobre la expresión del operón mcc de las distintas mutaciones (rpoS::Kan ¡ hns—
90::TnlO) se produce a nivel transcripcional, ya que la fusión génica mccB—lacZ empleada
en todos los estudios de regulación es una fusión de proteínas, y por lo tanto no es posible
excluir algun tipo de regulación postranscripcional.
Como fuente de transcritos específicos mcc empleamos el plásmido pMM5O1 (plásmido
monocopia portador del operón mcc). Las cepas MC4100(pMMSO1), JMG100(pMM5O1),
JMG102(~pMM501) y JMG1O3(pMMSO1) fueron construidas introduciendo el plásmido
pMMSO1 mediante conjugación.
Todas las cepas fueron cultivadas en medio LB a 37 0C. El RNA fue extraído entonces
en fase exponencial o en fase estacionaria y la aparición de transcritos específicos mcc y el
inicio de los mismos fue seguida mediante mapeo con la nucleasa Si (ver Métodos).
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Transcritos específicos mcc fueron detectados en la cepas MC4IOO, JMG100 y
.IMG1O3 (líneas 1—6, Fig 4.6) aunque la señal obtenida era muy débil en la estirpe JMG1O2
(rpoS::Kan, línea ‘7). Estos resultados están cualitativamente de acuerdo con los resultados
obtenidos para la expresión de la fusión mccB—lacZ (Fig 4.5). Además, todos los transcritos
se iniciaban en el mismo sitio (Fig 4.6), indicando que un único promotor Pmcc es utilizado
tanto en presencia como en ausencia de H—NS y RpoS.
La transcripción detectada en tas estirpes JMG100 y JMG1O3 cuando los cultivos
alcanzan una D.O.GOOnm de 2,3 (Fig 4.6 líneas 3 y 5) es consistente con el patrón observado
en la expresión de la fusión mccB—lacZ (Fig 4.5), confirmando que la mutación hns—90::TnlO
provoca una inducción más temprana del promotor ¡‘mcc. Este fenómeno no parece depender
de RpoSQfl, ya que se produce tanto en contexto rpoS~ como rpoS::Kan.
4.6.— Transcripción del promotor Pince en contexto hns—c,pÁ
Otro de los activadores positivos requeridos para transcribir los genes mcc en fase
estacionaria es el producto del gen crp, el cual codifica la proteína receptora del AMPe (CaP,
también denominada CAP). Una mutación de deleción en el gen crp (Acrp—39) anula la
expresión de la fusión mccB—lacZ en fase estacionaria (González—Pastor et al., en
preparación). Al igual que en el caso de rpoS, nos planteamos la posibilidad de que la muta-
ción hns—90::TnlO suprimiera la necesidad de CRP para transcribir los genes rnccABC. Para
verificar esta hipótesis construimos el doble mutante Acrp—39 hns—90::TnlO en contexto
genético MC4100 (estirpe SBS688).
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Fig 4.6.— Determinación del sitio de iniciación de la transcripción en el operón mcc en diferentes
contextos genéticos. El mismo oligonucicótido cebador fue utilizado para los experimentos de mapeo
con nucleasa Si (ver Métodos) y para las reacciones de secuencia mostradas como referencia a la
izquierda de la Fig 4.6. Las flechas indican los dos posibles sitios de iniciación de la transcripción. El
RNA fue extraído a partir de las cepas que llevan el plásmido pMMSO1 (líneas 1—9) a una D.O.óOOnm
de 2,3 (líneas 1, 3, 5) o 4 (líneas 2, 4, 6—9), o el plásmido pMM55O a D.O600nm de 4 (líneas 10 y
11). Las autoradiografías fueron expuestas un día (líneas 1—9) o tres días (líneas 10—li). MC4100 (hns~
rpoSj (línea 1 y 2>; .3M0103 (hns—90::TnlO rpcS::Kan) (líneas 3, 4); JMG100 (hns—90::TnlO rpoS~)
(líneas 5 y 6); JMG1O2 (hns~ rpoS::Kan) (línea ‘7); SBS6BB (hns~ Acrp —39) (línea 8 y 10) y
JMGÍO4 (hns—90::TnlO Acrp—39) (línea 9 y 11).
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La actividad ~—galactosidasade la fusión mccfi—JaeZ en los distintos contextos se
muestra en la Tabla 4.1. Un ligero pero significativo incremento de O a 10 unidades Miller
fue observado en la estirpe JMG1O4, cuando los cultivos alcanzan la fase estacionaria tardía,
mientras que ninguna actividad tl—galactosidasa podía ser detectada a partir de la estirpe
SBS688 (zNcrp —39 hns9 en ningún momento de la curva de crecimiento (de hecho las colonias
de la estirpe JMG1O4 (Acrp —39 hns—90::TnlO) con el tiempo adquieren color azul en placas
de LB—Xgal mientras que las colonias de la estirpe SBS688 (Acrp—39 hns~) permanecen
blancas con el tiempo en las mismas condiciones).
Cuando se realizó el experimento de mapeo con nucleasa Si, ningún transcrito
específico mcc fue detectado a partir de las estirpes SBS688<pMMSO1) ó SBS688(pMMS5O)
después de 1 a 3 días de exposición de las autoradiografías (Fig 4.6, líneas 8 y 10). Sin
embargo, cuando el RNA fue extraído de la estirpe JMG1O4(pMM550), transcritos específicos
¡ncc fueron detectados durante el mismo tiempo de exposición (Fig 4.6, línea 11).
De nuevo se observaba una correlación entre la expresión de la fusión mccB—lacZ y
la presencia de transcritos mcc. Tomados en conjunto, estos datos indican que una
transcripción residual de los genes mcc, a partir del promotor Pmcc, puede ser obtenida en
contexto /xcrp—39 en ausencia de la proteína H—NS.
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Tabla 4.1.— Efecto de las mutaciones hns—9OnTnlO y Acrp—39 en la expresión de la fusión
rnccfl—lacZ.
Actividad fl—galactosidasa (Unidades MilIer)a
Estirpe Genotipo relevante Fase exponencial Fase estacionaria
MC4100 tipo silvestre 86 2209
SBS688 hns~ Acrp—39 O O
JMGÍO4 hns—90::TnlO /xcrp —39 0 10
a Las estirpes MC4100, SBS688 y JMGIO4 llevando el plásmido pDG2SO con la fusión
mccB—lacZ fueron cultivadas a 37 0C y su actividad f3—galactosidasa fue determinada en la
fase exponencial y a las dos horas después de entrar en la fase estacionaria.
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4.7.— Aislamiento de un fragmento cromosómico de aproximadamente 19 Kb que en alto
número de copias reprime la expresión de una fusión mccB—lacZ.
Como estrategia alternativa para la identificación de nuevos genes cuyos productos
estuvieran implicados en la regulación de la expresión del operón mccABC en fase
estacionaria, realizamos una búsqueda de genes que en alto número de copias alteraran la
expresión de una fusión mccB—lacZ.
4.7.1.— Aislamiento del plásmido pGGSOO.
Como método para obtener un banco de genes cromosómicos en multicopia, utilizamos
dc nuevo el sistema de donado in vivo de Groisman et al. (1984). La estirpe
pop300l.6(pDG2SO), portadora de la fusión mccB—lacZ, fue utilizada como receptora del
banco de genes cromosómicos (ver Métodos). Entre un gran número de clones Cmt j<J~Y
azules, se seleccionó para posterior estudio un clon que mostraba una coloración blanca en
placas de LB suplementadas con el indicador X—gal. Se preparó, mediante lisis alcalina, DNA
plasmídico del clon blanco, con el que se retransformó la estirpe pop300l.6, seleccionándose
por separado clones Cm’ y Km’ a fin de segregar los dos plásmidos. Entre los clones Km’,
todos aquellos que eran además CmS mostraban en placas de LB—Xgal un nivel de expresión
de la fusión mccB—lacZ comparable al silvestre. Este resultado indicaba que todos ellos
llevaban el plásmido pDG25O intacto, lo cual descartaba que la fusión mccB—lacZ se hubiera
perdido en el clon blanco original. A partir de un clon Cm’ que era además Kmt se extrajo
el DNA plasmídico (pGGSOO) con el que se retransformó de nuevo la estirpe parental
pop300l.6(pDG25D). Todos los clones Cm’ Xm’ mostraban unos niveles de expresión de la
fusión mccfi—lacZ similares a los del clon blanco original.
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Sobre el DNA plasmídico del pGGSOO se realizó un análisis de restricción para las
enzimas BamHl, EcoRí, HindIII y PstI. El mapa físico resultante para el segmento
cromosómico contenido en el pGGSOO se muestra en la figura 4.7. Como se puede observar,
el tamaño del fragmento cromosómico portado por el pGG500 era de aproximadamente l9Kb.
Dentro del mismo deberían encontrarse uno o varios genes cuyos(s) producto(s) en principio,
al hiperproducirse, provocaría/n la represión observada de la fusión mccB—lacZ.
4.7.2.— Localización del fragmento cromosómico del pGG500 en el mapa físico de E.coli.
Uno de los primeros objetivos en el estudio del fragmento cromosómico contenido en
el plásmido pGGSOO era situar el mismo en el mapa físico del cromosoma de E.coli elaborado
por Kohara a’ al. (1987). La comparación visual inicial entre el mapa físico del fragmento
cromosómico del pGG500 para las enzimas de restricción BamHI, EcoRI, HindIII y PstI con
el mapa de restricción del cromosoma de E. coli para las mismas enzimas (Kohara et al.,
1987) no nos permitió localizar nuestro fragmento. Sin embargo, al comparar el mapa físico
del pGGSOO con el del pGG300 (portador de un fragmento de DNA que contiene la mutación
de inserción hns—90::TnlO, ver sección 4.2.2), encontramos que había una zona de
solapamiento entre ambos fragmentos, entre las coordenadas 1301—1311 Kb del mapa de
Kohara et al. Este resultado sugería que el fragmento cromosómico contenido en el pGG500
procedía también de la región del minuto 27 del mapa genético de E. cali, y que contenía el
gen hns silvestre.
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Una vez establecida la localización genética del fragmento, observamos varias
diferencias entre el mapa físico de éste y el de Kohara a’ al. (señaladas con flechas en la
figura 4.7). Esta divergencia era responsable de nuestras dificultades iniciales para situar el
fragmento del pGG500. Las diferencias observadas podrían ser atribuibles en principio a la
existencia de polimorfismo para dichas dianas de restricción en las distintas cepas empleadas
en la elaboración de los mapas físicos: mientras que en nuestro estudio se utilizaron los
derivados de la estirpe MC4100 (RYC1SO, pop300l .6), Kohara a’ al. realizaron su mapa sobre
el cromosoma de la estirpe W3110.
Para verificar estas hipótesis, un fragmento Pstl de 1,4 Kb (Fig 4.7) fue utilizado como
sonda radiactiva frente a un blot con digestiones genómicas de la estirpe W3110 (Fig 4.8). El
patrón de hibridación obtenido coincidía con el esperado para la zona donde se encontraba el
gen hns en el mapa de Kohara a’ al. (Góransson a’ aL, 1990; May et aL, 1990; 1-lulton et al.,
1990). Por último, un fragmento HindII de lKb contenido dentro de dicho fragmento PstI fue
donado en Ml3tgl3l y uno de sus extremos fue secuenciado. La secuencia determinada (unos
200pb) coincidía con la secuencia del extremo 3t del gen hns (Pon et al 1988; Góranson et
aL, 1990; May et al., 1990), verificando de esta manera todos nuestros datos de mapeo.
4.7.3.— Identificación de un nuevo locus cercano al gen hns: efecto del mismo en la
expresión de la fusión mccB—kzcZ.
Los resultados presentados en la sección 4.4 y 4.5 nos habían permitido concluir que
el producto del gen bis, la proteína de unión al DNA “histone—like’ II—NS se comportaba
como un regulador negativo del promotor Pmcc, el cual dirige la transcripción de los genes
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*
0
e
~7.3Kb
~-63&b
6.1 Kb
— k2Kb
-. 2.6 Kb
— 1.4 Kb
Fig 4.8.— Patrón obtenido al hibridar un fragmento PstI de 1,4 Kb utilizado como sonda frente
a diferentes digestiones genómicas de la estirpe W3110. Línea 1 , PstI ; 2, EcoRV; 3, BglI;
4, Bgll—EcoRI; 5, EcoRI; y 6, EcoRI—HindLlI.
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mccABC en fase estacionaria. Era lógico suponer que el aumento dc dosis génica de bis
produciría un incremento en los niveles intracelulares de H—NS, la cual, a través de su efecto
represor sobre el promotor Pmcc provocaría el descenso en los niveles de expresión de la
fusión mccfi—lacZ, observado en células portadoras del plásmido pGG500.
Para verificar que el gen bis y su producto, la proteína de unión al DNA ‘histone—
like H—NS, se encontraban efectivamente involucrados en la represión de la expresión de la
fusión ,nccB—lacZ, se procedió a realizar un análisis de deleción mediante subelonaje, con el
objetivo de identificar un fragmento mínimo de DNA que contuviera el determinante o
determinantes genéticos responsables de la represión observada. Con tal propósito,
subclonamos un fragmento HindIII dc 9 Kb, procedente del pGG500, en la diana HindIII del
vector pUClE, dando origen al plásmido recombinante pGG200. El mapa físico detallado de
dicho plásmido se muestra en la figura 4.7. El pGG200 era capaz de provocar el mismo
descenso en los niveles de la actividad g—galactosidasa de la fusión mccB—lacZ que el
plásmido original pGG500. A partir del pGG200, se subelonó un fragmento BglII—HindIII de
5,3 Kb en las dianas BamHI—HindIII del plásmido pACYC184, dando origen al plásmido
pGGl2S (ver Fig 4.7). Sorprendentemente, a pesar de que el pGG12S portaba el gen hns
silvestre intacto, la represión de la fusión mccB—lacZ no era equiparable a la que provocaban
el pGG500 o el pGG200. De hecho, las colonias de MC4100(pDG25O, pGG125) no eran
blancas, sino que mostraban un ligero color azul, aunque menos intenso que el de las colonias
de la estirpe control MC4100(pDG25O, pACYCI84) en placas LB—Xgal.
Este resultado sugería que, para provocar los bajos niveles de expresión de la fusión
mccB—lacZ observados con el plásmido original pGG500, se requería no sólo el efecto
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regulador del producto del gen bis, sino además el producto codificado por un nuevo locus
situado al menos a unas 2 Kb por detrás del gen hns. A este locus, no descrito anteriormente,
lo denominamos hur.
4.7.3.1.— Construcción del plasmido pGG800 y análisis de deleción e inserción del
mismo.
Para continuar el estudio, necesitábamos subclonar un fragmento de DNA que
contuviera ambos loci (bis y hnr) con el que se pudiera realizar un análisis detallado del
fenómeno de represión. Un fragmento Sp/ii dc 3,3 Kb procedente del pGG200 fue donado en
la única diana Sp/ii del pACYC184, dando origen al plásmido pGG800 (Fig 4.7). El pGG800
fue introducido mediante transfonnación en la estirpe MC4100(pDG25O). En la estirpe
resultante, los niveles de actividad ~—galactosidasaeran similares a los niveles observados en
la estirpe pop300l.6(pDG25O, pGG500). De hecho las colonias de la estirpe MC4100
(pDG250, pGGSOO) eran también blancas en LB—Xgal, indicando que el fragmento Sp/ii de
3,3 Kb presente en el pGG800 contenía, además del gen hns, el locus hnr. La diana BglII,
utilizada para construir el plásmido pGG12S (sección 4.7.3), se encontraba dentro del
fragmento SphI portado por el pGG800 (Fig 4.7). Los diferentes resultados de expresión de
la fusión ,nccB—IacZ obtenidos con los plásmidos pGG800 y pGG125 indicaban que el locus
hnr estaba delimitado por un extremo por la diana 5p1¿i, y que la diana BgIIi se encontraría,
bien dentro del locus, bien delimitando su otro extremo.
Para determinar la situación y la extensión del locus hnr dentro del fragmento SphI,
así como la contribución de los productos del gen hns y del locus hnr al fenómeno de
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represión de la fusión mccB—lacZ, se procedió a construir varios derivados de inserción y dc
deleción del pGG800.
a) Derivados de deleción.
Los plásmidos pGG8OI, pGG8O3 y pGG8O4 fueron construidos eliminando los
siguientes fragmentos internos del fragmento SphI contenido en el pGGSOO: SnaBI de 1,75
Kb (pGG8O1); Pstl de 1,4 Kb (pGG8O3>; y HpaI—StuI de 0,75 Kb (pGG8O4) (Fig 4.7).
b) Derivados de inserción (Ap’).
Los plásmidos pGG8O5, pGGBO6 y pGG8O7 fueron construidos insertando
respectivamente en los puntos únicos para las enzimas de restricción HpaI, StuI y BglII del
pGGSOO, un cassette de resistencia al antibiótico anipicilina (Ap». Este cassette (2,7 Kb) fue
obtenido a partir del plásmido pKT25A—QA (Fellay et al., 1987) mediante digestión, con la
enzima de restricción SmaI para la inserción en los puntos HpaI (pGG805) y Sud (pGG806)
o con la enzima de restricción BamHI para la inserción en el punto BglIl (pGG8O7)(Fig 4.7).
c) Derivados de inserción (Apr, Karl).
Los plásmidos pGG8O8 y pGGBO9 fueron construidos a partir del pGG8O5, mediante
inserción en los puntos únicos Sud y BglII, respectivamente, de una cassette de resistencia al
antibiótico Kanamicina (Kan». ata cassette (1,2 Kb) fue obtenida a partir del plásmído
pIJC4K mediante digestión con la enzima de restricción HindII para la inserción en el punto
Sud &GG8OB) o con BamHI para la insercién en el sitio BglII (~pGG809) (Fig 4.7).
Todos los derivados de deleción e inserción del pGG800 fueron introducidos mediante
transformación en la estirpe MC4100(pDG2SO) y el efecto de los mismos sobre la expresión
de la fusión mccB—lacZ fue observado en placas de LB—X—gal (Fig 4.7).
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Varias son las conclusiones que se pueden extraer al examinar la figura 4.7:
1.— Solamente los plásmidos pGG800 y pGG8O6, portadores del gen hns y del locus
hur funcionales provocaban unos bajos niveles de expresión de la fusión mccB—lacZ. El
pGGSO6 porta una inserción Q::Ap’ que debe estar localizada en un locus no involucrado en
el fenómeno de represión.
2.— Los niveles de expresión de la fusión mccB—lacZ obtenidos con los plásmidos
pGGBO1 y pGGSO7 eran intermedios entre los del pACYC184 y los del pGG800, indicando
que la funcionalidad del locus hnr en estos plásmidos se había perdido, observándose sólo el
efecto de regulación negativa del producto del gen hns.
3.— Interesantemente, los plásmidos pGG8O4, pGG8OS y pGG8O8, a pesar de no llevar
el gen hns funcional, provocaban que los niveles de actividad de la fusión mccB—lacZ fueran
también intermedios entre los obtenidos con el pACYC1B4 y los del pGG800. Este resultado
sugería que el incremento de dosis génica del locus hnr también regulaba negativamente la
expresión de la fusión mccB—lacZ.
4—. Con el plásmido pGG8O9, portador de las inserciones hns::Ap’ y hnr::Kan, se
recuperan los niveles silvestres de expresión de la fusión mccB—lacZ. Análogamente ocurre
con el derivado pGG8O3 (pGG800 A PstJ), indicando que esta deleción debería estar afectando
tanto al gen hns como al locus hnr.
4.7.4.— Efecto del incremento del número de copias de bu y hnr en la expresión de la
fusión mccB—IacZ a lo largo del ciclo de crecimiento.
Los resultados presentados en el apartado anterior eran cualitativos, obtenidos a partir
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dcl color de las colonias de las distintas estirpes en placas de LB—Xgal.
Para cuantificar los efectos observados, las estirpes resultantes dc transformar la estirpe
MC4100(pDG2SO) con los plásmidos pGG800, pGG8OI, pGG8O5, pGGSO6, pGG8O7, pGG8O8
o pGG8O9, fueron cultivadas a 37 0C en medio LB y la actividad de la fusión mccli —laeZ fue
medida a distintos tiempos del ciclo de crecimiento (Fig 4.9).
Como se puede apreciar, las medidas de la actividad ~—galactosidasaestán de acuerdo
con los resultados cualitativos. Los plásmidos que incrementan la dosis génica del gen bis y
del locus hnr (pGG800 y pGGSO6) provocan un fuerte descenso (10 veces) de la actividad 3—
galactosidasa de la fusión mccli—(acz. Los plásmidos pGGSO1(hns4 Ahnr) y pGG8O7(hn<
hnr::Q—Ap’), que incrementan únicamente la dosis génica del gen bis, provocan un descenso
de unas dos veces en los niveles de la actividad fl—galactosidasa de la fusión mccli—lacZ. Por
último, los plásmidos que incrementan únicamente la dosis génica del locus hnr (pGG8O5 y
pGGSO8) producen un descenso de unas 3—4 veces en los niveles de actividad f3—galactosidasa
de la fusión mccli—lacZ en fase estacionaria.
Tomados en conjunto los resultados anteriores sugerirían lo siguiente: el incremento
de la dosis génica de bis provocaría un aumento de los niveles intracelulares de H—NS, y esta
proteína sería responsable de provocar un descenso de unas 2 veces en los niveles de
expresión de la fusión mccli—lacZ, a través de la regulación negativa del promotor Pmcc. El
incremento de dosis génica del loarn hin- sería responsable de provocar un descenso de 3—4
veces en los niveles de expresión de mccB—IacZ; y ambos efectos serían aditivos, dando
cuenta de la baja expresión de la fusión mccB—lacZ observada en presencia del plásmido
pGGSOO.
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Fig 4.9.— Efecto del aumento de la dosis génica de hns y Mr en la expresión de la fusión
mccli—lacZ durante el ciclo de crecimiento. Todos los plásmidos fueron introducidos por
transformación en la estirpe MC4iOO(pDG25O) y las cepas resultantes fueron cultivadas en
medio LB a 37 “C. La actividad ~—galactosidasafue cuantificada a distintos tiempos del ciclo
del crecimiento. Símbolos: (O) pACYC184, (O) pGG800, (U) pGG8Oi, (V) pGG8O5 ; (Y)
pGGSO6, (A) pGG8O7, (A) pGG8OS, y (@) pGG8O9.
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4.7.5.— Construcción de un inutante cromosómico Ignr—l::Kan.
Con el objeto de obtener más información sobre la funcionalidad del locus hnr,
decidimos sustituir el alelo cromosómico silvestre por un alelo luir nulo.
4.7.5.1.— Construcción del plásmido pGGK200.
Un cassette de resistencia al antibiótico Kanamicina (Kan) de 1,2 Kb, obtenido
mediante digestión BamHI del plásmido pUC4K, fue insertado en el sitio único Bglll del
plásmido pGG200, para dar origen al plásmido pGGK200 (Fig—4.7). El plásmido pGGK200
fue introducido mediante transformación en la estirpe MC4100(pDG25O). En la estirpe
resultante los niveles de expresión de la fusión mccli —lacZ eran intennedios entre los
obtenidos con el pGG200 y el plásmido control pUC18, indicando que la inserción había
inactivado el locus hnr (Fig 4.7). El alelo mutante recibió el nombre de hnr—1::Kan.
4.7.5.2.— Sustitución del alelo silvestre por el alelo mutante hnr—I::Kan.
Para transferir el alelo mutante hnr—1::Kan al cromosoma, empleamos la técnica de
sustitución alélica descrita por Winans etat(1985). El DNA del plásmido pGGK200 (Fig 4.9),
fue linealizado con la enzima de restricción KpnI, la cual corta únicamente en el polilinker del
pUC18, pero no en el fragmento cromosómico que contiene la inserción hnr—1 ::Kan del
pGGK200. Con el DNA en forma lineal se transformó la estirpe JC7623 recli2l recC22
sbclils (Winans et aL, 1985). Un transformante Kmr Ap’ fue elegido para posterior análisis.
Sobre este clon (JC7623 hnr—1::Kan) se preparó un lisado de Plvir con el que se infectó la
estirpe MC4100. Se obtuvieron varios transductantes Km’ y uno de ellos (JMG200) fue
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elegido para posterior estudio.
4.7.5.3.— Localización de la mutación knr—I::Kan en el cromosoma de la estirpe
JMGZOO.
Se procedió a realizar experimentos de Southem blot, para verificar la sustitución
alélica. Un fragmento PstI de 1,4 Kb procedente del pGGBOO (Fig 4.7) y un fragmento
BamHI de 1,2 Kb portador de la resistencia a kanamicina (Kan) procedente del pUC4K,
fueron utilizados como sondas radiactivas frente a digestiones EcoRI, HindIII y 5p1¡i del DNA
genómico de las estirpes MC4100 y JMG200 (Fig 4.10).
El patrón de hibridación obtenido coincidía con lo esperado si la sustitución alélica se
hubiera realizado (Fig 4.10) indicando que la mutación hnr—1 ::Kan se encontraba
correctamente localizada en el cromosoma de la estirpe JMG200.
4.7.6.— Efecto de las mutaciones hns—90—TnlO y hnr—1::Kan sobre la expresión de la
fusión mccB—JaeZ.
Dado que tanto el gen hnr como el gen hns reducen la expresión de la fusión mccB—
lacZ cuando se encuentran en alto número de copias, decidimos ensayar el efecto conjunto de
las mutaciones hnr—1 ::Kan y hns—90::TnlO sobre dicha expresión.
La estime JMG300 (hnr—1::Kan hns—90::TnlO) fue construida transfiriendo via Pivir
la mutación hns—90::TnlO a la estime JMG200. Se verificó que las mutacioneshns—90::TnlO
y hnr—1 ::Kan segregaban a la frecuencia esperada (de entre 100 transductantes Te’ Kni’
ensayados el 98% eran Te’ Km’, los restantes Te’ Knfl. Un transductante Te’ ¡Cm’ fue elegido
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Fig 4.10.— Patrón de hibridación obtenido después del Southern blot realizado para verificar
la sustitución alélica en el cromosoma de E. cali. Los DNAs genómicos de la estirpe MC4100
(líneas 1, 3, 5, 7, 9 y 11) y JMG200 (líneas 2, 4, 6, 8, 10 y 12) fueron digeridos con HindIlI
(líneas 1, 2, 7 y 8), EcoRI (líneas 3, 4, 9 y 10) o SphI (lineas 5, 6,11 y 12). Un fragmento
BamHI procedente del pUC4K (líneas 1—6) o un fragmento Psi! procedente del pGG800
(líneas 7—12) fueron usados como sondas marcadas radiactivamente Q2P).
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(JMG300) para posterior estudio. Las estirpes MC4100 (hnr~ hns~); JMG100 (hnr~ hns—
90::TnlO); JMG200 (hnr—1::Kan hns~) y JMG300 (hnr—1::Kan hns—90::TnlO) fueron
transformadas con el plásmido pDG2SO, portador de la fusión mccli—lacZ, y la actividad f3—
galactosidasa fue ensayada a distintos tiempos del ciclo de crecimiento (Fig 4.11).
El patrón de inducción de la expresión de la fusión mccl3—lacZ provocado por la
mutación hnr—1 ::Kan es comparable al provocado por la mutación hns—90::TnlO.
Sorprendentemente, el nivel máximo de expresión de la fusión mccli —lacZ en el contexto
doble mutante (JMG300) es similar el obtenido en contexto hns—90::TnlO, indicando la no
aditividad de los efectos de ambas mutaciones.
6Á
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Fig. 4.11.— Efecto de las mutaciones hnr—1::Kan y/o hns—9OsTniO sobre la expresión de la
fusión mccli —lacZ en medio LB. Las estirpes MC4100(pDG25O); JMG100(pDG25O) y JMG
200 (pDG2SO) fueron cultivadas a 37 0C en medio LB, y la actividad f3—galactosidasa de la
fusión mccli—IacZ fue cuantificada a distintos tiempos del ciclo de crecimiento. Símbolos
(O) MC4lOO (hns~ hnr), (U) IMGIOO (hns—90::TnlO hnr9, (@)JMG200 (hns hnr—1::Kan)
y (O) JMG300 (hns—90::TnlO hnr—1::Kan).
5. DISCUSION
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La expresión de los operones mcb (microcina B17) y mccABC (microcina C7) tiene
lugar durante la fase estacionaria del crecimiento bacteriano. Sin embargo, los estudios
realizados previamente en nuestro laboratorio no habían identificado ningún regulador común
a ambos sistemas. La expresión del operón mcb depende del promotor principal Pmcb (Fig
1.1A). La proteína OmpR y el factor de integración del huesped ([HF) regulan positivamente
la expresión a partir de Pmcb, mientras que la proteína MprA se comporta como un regulador
negativo de la misma. Por otra parte la expresión del operón mccABC depende del promotor
principal Pmcc (Fig 1.1B). La transcripción dirigida por Pmcc está regulada positivamente por
los productos de los genes crp y rpoS. El trabajo descrito en la presente memoria estaba
destinado a identificar nuevos genes cuyos productos regulasen a la vez la expresión de ambos
operones.
5.1.— La proteína H—NS regula negativamente la expresión de los operones mcb y
mccABC.
El seguimiento simultáneo de la expresión de ambos operones se hizo posible mediante
un diseño experimental que combina el uso de dos fenotipos fácilmente observables (color de
las colonias portadoras de la fusión mcbA—lacZ y halo de antibiosis debido a la producción
de microcina C7). En un experimento de mutagénesis con el transposón TnlO se obtuvo un
clon (JMG89) con un alto nivel tanto de expresión de la fusión como de producción de la
microcina. Pudo observarse también que la inserción tenía efectos pleiotrópicos, resultando
en un fenotipo mucoide y resistencia a diversos bacteriófagos. La caracterización de la
mutación, mediante mapeo físico y genético, así como mediante secuenciación del sitio de
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inserción del transposón, permitió concluir que el TnlO está dentro del gen previamente
descrito hns.
En paralelo, la búsqueda de genes silvestres capaces de alterar la expresión de una
fusión mccli—lacZ dio como resultado el aislamiento de un fragmento cromosómico que en
alto número de copias reducía la expresión de la fusión. Esta reducción de la expresión se
debe a la acción de dos genes presentes en el fragmento. De nuevo, uno de ellos es hns, de
cuya participación en la regulación de los operones mcb y mccABC nos ocuparemos en este
apartado. El segundo gen (locus), al que se denominó hnr, no había sido descrito antes de la
realización de este trabajo. Sus efectos serán discutidos en el apartado 5.2.
5.1.1.— El gen hns y su producto.
Antes de discutir los efectos reguladores del producto del gen hns sobre la expresión
de los operones mcb y mccABC, es conveniente revisar brevemente el estado actual de las
investigaciones sobre esta proteína, implicada en numerosas funciones celulares.
El gen hns fue inicialmente mapeado en el minuto 6,1 del mapa genético de E. coli
(Pon a’ al., 1988), pero posteriormente otros autores demostraron que tal conclusión era
errónea y lo localizaron en el minuto 27,3 (Hulton et al., 1990; May et aL, 1990; Góransson
et al., 1990). Las mutaciones en el gen hns son altamente píciotrópicas, siendo múltiples los
genes y operones cuya expresión está regulada positiva o negativamente por la proteína que
codifica (véase una compilación de los mismos en la Tabla 5.1). Debido a esta pleiotropía, el
gen fue designado con numerosos nombres diferentes (osmZ, bglY drdX pilG, virR, cur),
dependiendo de la función que se observó afectada en cada caso. En los últimos años, diversos
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autores han establecido que todos esos genes mutados eran alelas de luis.
El producto del gen luis es la proteína neutra de 15,5 KDa H—NS (también denominada
111), la cual ha sido incluida entre las proteínas de pequeño tamaño que se unen al DNA y se
suponen implicadas en la estructuración de la cromatina bacteriana. Debido a estas
características que las asemejan a las histonas eucarióticas, a estas proteínas se les ha
denominado “similares a histonas” (histone—like). En Escherichia coli se han incluido dentro
de este grupo las proteínas HU(a13), IHF(c43) y FIS (Drlica and Rouviere—Yaniv, 1987;
Pettijohi~ 1988; Schmid, 1990). Recientemente otros dos nuevos componentes han sido
añadidos al grupo: la proteína Dps, implicada en la protección del DNA y en la regulación
transcripcional de la expresión génica en fase estacionaria tardía (Almirón et al., 1993), y la
proteína Lrp, mediadora de la respuesta a leucina (Newman e al., 1992; Dan et al., 1993).
La proteína H—NS es una de las más abundantes, habiéndose estimado que hay unas
20.000 moléculas por célula, lo que representaría una molécula cada 400 nucleótidos de DNA
cromosómico. En geles de poliacrilamida bidimensionales del tipo OFarrelí, H—NS presenta
tres isoformas, denominadas Hia, Hlb y ~ cuyas cantidades relativas varian con la fase de
crecimiento (Spassky et al., 1984). Asimismo, varias bandas correspondientes a posibles
isoformas de la H—NS han sido detectadas utilizando anticuerpos anti—H—NS, y se ha
observado que la abundancia relativa de cada forma depende del medio <rico, LB, o mínimo,
M63) en el que son cultivadas las bacterias (Falconi a al., 1993). El origen de estas isoformas
aún no ha sido determinado.
La unión de la proteína H—NS al DNA ha sido ampliamente estudiada. El seguimiento
de la formación de los complejos DNA circular—proteína H—NS a través de los cambios en
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la velocidad de sedimentación de los mismos, permitió concluir que II—NS provoca una fuerte
condensación o compactación del DNA (Spassky a’ al., 1984; Friedrich et al., 1988). Por otra
parte, los estudios de microscopia electrónica e inniunocitoquimica del nucleoide, llevados a
cabo tanto en células con la dosis normal de H—NS como en células en las que se
hiperproduce la proteína, apoyan la misma idea (Dúrrenberg a’ al., 1992; Spurio R. a’ al.,
1992). Existe una cierta especificidad de secuencia para la unión de II—NS al DNA (consenso
TNTNAN) (Rimsky a’ al., 1990), mostrando preferencia hacia regiones de DNA con curvatura
intrínseca (Bracco et al., 1989; Yamada a al., 1990; Owen—Hughes et aL, 1992; Ueguchi et
al., 1993; Yoshida et aL, 1993). II—NS se une al DNA probablemente en forma dimérica
(Falconi et al., 1988).
Para explicar la capacidad de H—NS para regular la expresión génica, se han propuesto
varios mecanismos:
a) La proteína H—NS actuaría como un ‘silenciador’ de la transcripción, inactivando
parte del cromosoma mediante la formación de una estructura similar a la cromatina
(chromatin—like) (Góransson et aL, 1990). Este fenómeno de represión (silencing) seria local,
efectuado por medio de la unión de H—NS a zonas curvadas del DNA situadas en la
proximidad de las regiones promotoras de los genes controlados por esta proteína (Yoshida
et aL, 1992; Ueguchi a aL, 1993; Owen—Hughes et al., 1992).
b) La regulación de la expresión génica por II—NS sería ejercida de una manera
indirecta, al provocar cambios en el nivel de superenrrollamiento del DNA, que afectarían en
último termino a los promotores de los genes controlados por la proteína (Higgins., et al.,
1988; Hulton et aL, 1990).
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c) Finalmente, la proteína H—NS podría influir en la transcripción actuando como
proteína auxiliar, por estabilización de complejos DNA—represor (Falconi et al., 1991).
5.1.2.—La proteína H—NS y la regulación del promotor Pmcb.
La mutación hns—90::TnlO provoca un incremento de la producción de la naicrocina
B17. El estudio de la expresión de la fusión mcbA—lacZ en contexto hns—90::TnlO (Figura
4.4) indica que la proteína H—NS regula negativamente la expresión de los genes tncb, lo cual
explica el incremento de la producción de la microcina en dicho contexto.
El principal efecto observado de la mutación hns—90::TnlO sobre la expresión de una
fusión mcbA—lacZ consiste en desplazar el momento de la inducción, que normalmente ocurre
al entrar las bacterias en fase estacionaria, hacia la fase exponencial (Fig 4.4). Este resultado
indica que la proteína H—NS regula negativamente la expresión del operón incb en fase
exponencial. Teniendo en cuenta lo dicho anteriormente acerca de los mecanismos propuestos
para el control de la expresión génica por H—NS, la regulación de los genes mcb podría ser
ejercida dc las siguientes maneras:
a) Por medio de la unión directa a las regiones de DNA adyacentes al promotor Pmcb.
En este sentido, hay que destacar que esta región promotora no parece mostrar curvatura
intrínseca (Espinosa—Urgel y Tormo, 1993), lo cual iría en contra de las preferencias de unión
de la proteína H—NS, aunque no excluye dicha unión. La elucidación de esta cuestión deberá
ser proporcionada por los experimentos de retraso en gel y footprinting con II—NS, que están
proyectados para su próxima realización en nuestro laboratorio.
b) Mediante cambios en el nivel de superenrrollamiento que afectarían a la topología
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del DNA en la región del promotor Pmcb.
c) Como proteína auxiliar, quizá estabilizando presuntos complejos DNA—represor. El
promotor Pmcb es regulado negativamente por el producto del gen mprA. Sin embargo, aún
no se conoce si esta regulación es directa, mediante unión al DNA, o indirecta, mediante un
mecanismo por ahora desconocido. La purificación de la proteína MprA se requeriría para, en
primer lugar, concretar su papel regulador; y, en segundo lugar, para estudiar presuntas
interacciones entre el promotor, MprA y H—NS.
d) De forma indirecta, afectando a la expresión de algún otro regulador del promotor,
sea uno ya conocido (OmpR, IHF, MprA) o por descubrir.
5.1.3.—La proteína H—NS y la regulación del promotor Pmcc.
La mutación hns—90::TnlO provoca un incremento de la producción de la microcina
C7. El estudio de la expresión de la fusión mccli —lacZ en contexto hns—90::TnlO (Figura 4.5)
indica que la proteína H—NS regula negativamente la expresión de los genes mccABC, lo cual
explica el incremento de la producción de microcina en dicho contexto.
Análogamente a como ocurre en el caso del operón mcb, el principal efecto observado
de la mutación hns—90::TnlO sobre la expresión de una fusión mccli—lacZ consiste en
desplazar el momento de la inducción de la fase estacionaria a la fase exponencial, si bien en
este caso el desplazamiento va acompañado de un ligero incremento en los niveles máximos
de expresión (Figura 4.5). Este resultado sugiere que la proteína II—NS controla negativamente
la expresión del operón mccABC en fase exponencial.
Los resultados de mapeo Si (Figura 4.6) indican que este efecto de regulación negativa
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de mccABC se lleva a cabo a nivel transcripcional, a través dc la represión del promotor Pmcc.
La regulación por II—NS del promotor Pmcc podría ser ejercida de diversas maneras:
a) Por medio de la unión directa a las regiones de DNA adyacentes al promotor Pince.
De hecho, el DNA de esta región promotora muestra una amplia curvatura intrínseca
(González—Pastor, J. E. y San Millán, J. L., comunicación personal). Dado que II—NS se une
preferentemente a regiones que tienen tal propiedad, resulta verosímil que en el caso del
promotor Pince sea éste el mecanismo que esté funcionando. No obstante, esta hipótesis deberá
ser confirmada mediante experimentos de retraso en gel yfooeprinting con la proteína H—NS.
b) Mediante cambios en el nivel de supereurrollamiento que afectarían a la topología
del DNA en la región del promotor Pince.
e) Como proteína auxiliar,quizá estabilizando presuntos complejos DNA—represor. Esta
hipótesis requiere cuidadosa atención, dado el reciente descubrimiento del locus hnr, cuyo(s)
producto(s) se comporta(n) como regulador(es) negativo(s) de la expresión de los genes
mceABC. En espera de profundizar en el mecanismo de regulación en el que están implicados
este producto o productos, no se pueden descartar presuntas interacciones entre éstos y II—NS
a nivel del promotor.
d) De forma indirecta, afectando a la expresión de algún otro regulador del promotor,
sea uno ya conocido (RpoS, CRP) o por descubrir.
La expresión de los genes mccABC requiere el producto del gen rpoS (Fig 4.5).
Recientemente ha sido demostrado que RpoS es un nuevo factor sigma (&), utilizado por la
RNA polimerasa preferentemente para la expresión de genes en la fase estacionaria del
crecimiento. Los resultados presentados en las figuras 4.5 y 4.6 indican que la transcripción
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de los genes mccABC, a partir del promotor Pmcc y en fase estacionaria, se hace
independiente de & en contexto hns—90::TnlO. Este resultado sugiere: 1) que U—NS regula
negativamente la expresión de los genes mccABC tanto en fase exponencial como en fase
estacionaria. 2) que la funcionalidad de & en la expresión de Pmcc sea la de liberar en fase
estacionaria la regulación negativa ejercida por la proteína H—NS. Este efecto podría ser
ejercido de una manera directa o indirecta (a través de otro regulador positivo controlado por
RpoS). Un fenómeno similar ha sido descrito para la transcripción del gen csgA, que codifica
la subunidad estructural (curlina) de un nuevo tipo de apéndice celular, los curli (Olsén et al.,
1993). En conjunto, estos dos resultados permiten sugerir que el fenómeno pudiera ser más
global, y ocurrir también en otros genes regulados positivamente por y negativamente por
II—NS. En este contexto recientemente ha sido demostrada la existencia de proteínas
antirepresoras que liberarían la represión ejercida por U—NS (Jordi et al., 1992; Forsman et
aL, 1993; Kano et aL, 1993; Liu y Richardson, 1993; Falconi a’ aL, 1993; revisado por
Dorman et al., 1993).
La expresión de los genes mccABC requiere también el producto del gen crp. De
hecho, el complejo CRP—AMPc es un activador transcripcional de estos genes (González—
Pastor et al., manuscrito en preparación). Los niveles de expresión obtenidos en fase
estacionaria a partir de Pmcc, en contexto crp hns (Tabla 4.1 y Fig 4.6), indican que existe
en esta fase una pequeña pero significativa transcripción residual, que es independiente del
complejo CRP—AMPc. Esta transcripción residual también sería silenciada por U—NS.
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5.2.— Identificación de un nuevo locus, ¡¿nr, que regula negativamente la expresión del
operón mccABC.
La búsqueda de genes que en alto número de copias fueran capaces de alterar la
expresión de una fusión mccli —lacZ condujo al aislamiento de un fragmento cromosómico de
19 Kb, capaz de provocar una fuerte reducción de la expresión de dicha fusión. Este
fragmento cromosómico, proveniente del minuto 27 dcl mapa genético de E.coli, portaba el
gen silvestre ¡Tws. Este resultado sugería que la hiperproducción de la proteína II—NS, debida
al incremento del número de copias del gen hns, sería responsable de provocar la fuerte
reducción observada en los niveles de expresión de la fusión.
Sin embargo, el análisis de subelonado de la región mínima de DNA responsable de la
reducción de la expresión condujo a un sorprendente hallazgo: en el fragmento existía un
segundo locus, al que denominamos hnr, necesario para obtener la reducción máxima de la
expresión observada con el fragmento total. Los plásmidos que incrementan únicamente la
dosis génica del gen hns son capaces de provocar un descenso de 2—3 veces en los niveles de
actividad f3—galactosidasa de la fusión mccli—lacZ (Fig 4.9). Por otra parte, el incremento del
número de copias del locus hnr provoca por sí solo un descenso de 3—4 veces en los niveles
de expresión de la fusión mccli—lacZ en fase estacionaria (Fig 4.9). Estos efectos parecen ser
aditivos, porque el incremento simultáneo de la dosis génica de bis y hnr produce una
reducción de unas 10 veces en los niveles de actividad fl—galactosidasa de la fusión.
Dado que el estudio de la expresión génica usando construcciones multicopia puede
en ocasiones ser engañoso, se construyó un alelo ¡¿nr mutante nulo, que fue situado en el
cromosoma mediante técnicas de sustitución alélica. La expresión de la fusión mccli—lacZ fue
76
estudiada en medio LB en los diferentes contextos genéticos: ¡¿nú, hnsj y hn< hnr.
Sorprendentemente, el momento de la inducción de la fusión sufre un desplazamiento de fase
estacionaria a fase exponencial en los tres contextos. Sin embargo, los niveles máximos de
expresión sólo se ven aumentados en contexto hns o hnr ¡¿nr (Figura 4.11).
Estos resultados sugieren que el producto(s) del locus hnr se comporta(n) como un
regulador negativo de la expresión en fase exponencial de la expresión del operón mccABC.
Resulta interesante la falta de efectos aditivos de las mutaciones ¡¿nr y ¡¿nr: a nivel de la
expresión de la fusión mccli—lacZ, un doble mutante ¡¿nf ¡¿nr es indistinguible de un mutante
simple ¡¿nr. Futuros experimentos deberán elucidar el mecanismo por el que ¡¿nr lleva a cabo
la regulación de los genes mccAliC: secuenciación del segmento de DNA que contiene el
locus ¡¿nr; purificación de la proteína o proteínas codificadas; y estudios in vitro de las
interacciones DNA—proteína y proteína—proteína entre los diversos reguladores del operón y
el DNA del promotor Pmcc. Asimismo, será interesante examinar si esta función reguladora
de ¡¿nr se extiende a otros genes u operones de E. cali.
6. CONCLUSIONES
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Las principales conclusiones que se pueden extraer del trabajo descrito en la presente
memoria son las siguientes:
1.— En experimentos de mutagénesis con el transposón TrilO, se aisló un mutante de
Esclwrichia cali que mostraba incrementadas tanto la expresión del operón mcb
(microcina B17) como la producción de la microcina C7.
2.— La inserción del transposón TnlO en dicho mutante fue localizada dentro del gen
¡¿ns mediante las siguientes aproximaciones: 1) Mapeo genético por conjugación.
2) Clonado de un fragmento que contiene el TnlO y regiones adyacentes, seguido
de mapeo físico del fragmento y secuenciación del punto de inserción del
transposón. La mutación recibió el nombre de hns—90::TnlO.
3.— El efecto de la mutación ¡¿ns—90::TnlO sobre la expresión de las fusiones mcbA—
lacZ y mccli—lacZ indica que el producto del gen ¡¿us, la proteína similar a las
histonas (histone—like) H—NS regula negativamente la expresión de los operones
mcb y mccABC.
4.— Los estudios de expresión del operón niccAliC en contexto genético ¡¿nr rpoS~,
mediante la utilización de una fusión mccli —lacZ y por mapeo con nucleasa Si,
indican que el factor sigma alternativo de la RNA polimerasa & no es requerido
para la expresión de dicho operón en ausencia de la proteína H—NS.
5.— La expresión de la fusión mccli —lacZ en contexto ¡¿nr crjf permite detectar
cierto nivel residual de expresión del operón mccABC, que es independiente del
activador CRP.
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6.-. Se aisló un plásmido multicopia que portaba un fragmento cromosómico que
reducía la expresión de una fusión mccli—lacZ. El análisis de deleción e inserción
de dicho fragmento demostró que el fenotipo de reducción de la expresión
observado se debía a la presencia de dos genes: uno de ellos era hns, y el otro
era un locus no descrito previamente, al que denominamos ¡¿nr.
7.— Mediante técnicas de sustitución alélica, se construyó un mutante cromosómico
¡¿nf. Estudios realizados con una fusión mccB—jaeZ en dicho contexto mutante
indican que cl producto(s) del locus ¡¿nf regula(n) negativamente la expresión
del operón mccABC en fase exponencial.
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